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(57) Abstract: The invention relates to a melliod for inhibiting the expression of a target gene in a cell, comprising the following 
steps: introduction of an amount of at least one dual-stranded ribonucleic acid (dsRNA I) which is sufficient to inhibit the expression 
of the target gene. The dsRNA I has a dual-stranded structure formed by a maximum of 49 successive nucleotide pairs. One strand 
(asl ) or at least one section of the one strand (asl) of the dual-stranded structure is complementary to the sense strand of the target 
gene. The dsRNA has an overhang on the end (El) of dsRNA I formed by I - 4 nucleotides. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrilTt ein Verfahrcn zur Hemmung der Expression eines Zielgens in einer Zclle umfas- 
send die folgendcn Schritte: Einfiihren mindestens einer doppelstangigen Ribonnkleinsaure (dsRNA I) in einer zur Hemmung der 
Expression des Zielgens ausreichenden Menge, wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 aufeinanderfolgenden 
Nuldeotidpaaren gebildete Struktur aufweist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (asl) der 
doprjelstrangigen Strjktur komplementar zum Sinn-Strang des Zielgens ist, und wobei die dsRNA am einen Ende (El) der dsRNA 
I einen aus 1 bis 4 Nuleeotiden gebildeten ubcrhang aufweist. 
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Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren, eine Verwendung und ein 
Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens. 

5 

Aus der WQ 99/32619 sowie der WO 00/44895 sind Verfahren zur 
Hemmung der Expression von medizinisch oder biotechnologisch 
interessanten Genen mit Hilfe einer doppelstrangigen Ribonu- 
kieinsaure (dsRNA) bekannt . Die bekannten Verfahren sind zwar 
10 hoch effektiv. Es besteht gleichwohl das Bedurfnis, deren Ef- 
fizienz weiter zu steigern. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach 
dem Stand der Technik zu beseitigen. Es sollen insbesondere 
15 ein Verfahren, eine Verwendung und ein Medikament angegeben 
werden, mit denen eine noch effizientere Hemmung der Expres- 
sion eines Zielgens erreichbar ist. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1, 41 und 
2 0 81 geiost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspriiche 2 bis 40, 42 bis 80 und 82 bis 120. 

Mit den erf indungsgemafe beanspruchten Merkmalen wird uberra- 
schenderweise eine drastische Erhohung der Effektivitat der 

2 5 Hemmung der Expression eines Zielgens in vitro und in vivo 

erreicht . Durch die besondere Ausbildung der Enden der dsRNA 
kann sowohl deren Effizienz bei der Vermittlung der hemmenden 
Wirkung auf die Expression eines Zielgens als auch deren Sta- 
bility gezielt beeinflusst werden. Durch die Vergofterung der 

3 0 Stabilitat wird die wirksame Konzentration in der Zelle er- 

hoht . 

Unter einem "Zielgen" im Sinne der Erfindung wird der DNA- 
Strang der doppelstrangigen DNA in der Zelle verstanden, wel- 
3 5 cher koplementar zu einem bei der Transkription als Matritze 
dienenden DNA-Strang einschlieBlich aller transkibierten Be- 
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reiche ist. Bei dem "Zielgen" handelt es sich also im allge- 
meienen urn den Sinnstrang. Der eine Strang bzw. Anti- 
sinnstrang (asl) kann komplementar zu einem bei der Expressi- 
on des Zielgens gebildeten RNA-Transkipt oder deren Prozes- 
5 sierungsprodukt , z.B. eine mRNA, sein . Unter "Einf uhren" wird 
die Aufnahme in die Zelle verstanden. Die Aufnahme kann durch 
die Zelle selbst erfolgen; sie kann auch durch Hilfsstoffe 
oder Hilfsmittel verraittelt werden. Unter einem "Uberhang" 
wird ein endstandiger einzelstrangiger Uberstand verstanden, 

10 welcher nicht nach Watson & Crick gepaarte Nukleotide auf- 
weist. Unter einer " doppelstrangigen Struktur" wird, eine 
Struktur verstanden, bei der die Nukleotide der Hinzelstrange 
im Wesent lichen nach Watson & Crick gepaart sind. Im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung kann eine doppelstrangige Struktur 

15 auch einzelne Fehlpaarungen ("Mismatches") aufweisen. 

Nach einer besonderes vorteilhaf ten Ausgestaltung weist die 
dsRNA I den Uberhang am 3 ' -Ende des einen Strangs bzw. Anti- 
sinnstrangs asl und/oder am 3 ' -Ende des anderen Strangs bzw. 

20 Sinnstrang ssl auf . Die dsRNA I kann auch an einem Ende glatt 
ausgebildet sein. In diesem Fall befindet sich das glatte En- 
de vorteilhaf terweiae auf der Seite der dsRNA I, die das 5'- 
Ende des einen Strangs (Ant sinnstrang; asl) . In dieser Aus- 
bildung zeigt die dsRNA I einerseits eine sehr gute Effekti- 

25 vitat und andererseits eine hohe Stabilitat im lebenden Orga- 
nismus. Die Effektivitat insgesamt in vivo ist hervorragend . 
Der Uberhang ist zweckmaSigerweise aus 1 bis 4 Nukleotiden, 
vorzugsweise aus 1 oder 2 Nukleotiden, gebildet. 

30 Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal kann die Effektivi- 
tat des Verfahrens weiter erhoht werden, wenn zumindest eine 
entsprechend der erf indungsgemaSen dsRNA I ausgebildete wei- 
tere dsRNA II in die Zelle eingefuhrt wird, wobei der eine 
Strang oder zumindest ein Abschnitt des einen Strangs der 

35 doppelstrangigen Struktur der dsRNA I komplementar zu einem 
ersten Bereich des Sinnstrangs des Zielgens ist, und wobei 
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ein weiterer Strang oder zumindest ein Abschnitt des weiteren 
Strangs der doppelstrangigen Struktur der weiteren dsRWA II 
komplementar zu einem zweiten Bereich des Sinnstrangs des 
Zielgens ist. Die Hemmung der Expression des Zielgens ist in 
5 diesem Fall deutlich gesteigert. Der erste und der zweite Be- 
reich konnen abschnittsweise uberlappen, aneinander grenzen 
oder auch voneinander beabstandet sein. 

Es hat sich weiter als vorteilhaft erwiesen, wenn die dsRNA I 
10 und/oder die weitere dsRNA II eine Lange von weniger als 25 
aufeinander folgenden Nukleotidpaaren aufweisen. Als beson- 
ders effektiv hat sich eine Lange im Bereich zwischen 19 und 
23 Nukleotidpaaren erwiesen. Die Effizienz kann weiter ge- 
steigert werden, wenn an den vorzugsweise aus 19 bis 23 Nu- 
15 kleotidpaaren gebildeten Doppelstrangen einzelstrangige Uber- 
hange von 1 bis 4 Nukleotiden vorhanden sind. 

Das Zielgen kann nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal 
eine der in dem anhangenden Sequenzprotokoll wiedergegebenen 

20 Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweisen. Es kann auch aus der 

folgenden Gruppe ausgewahlt sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id- 
Protein-Gen, Priongen, Gene zur Expression von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions-Molekulen und 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an meta- 

25 stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
ne von Proteinasen sowie Apoptose- und Zellzyklus- 
regulierende Molekulen sowie Gene zur Expression des EGF- 
Rezeptors. Beim Zielgen kann es sich insbesondere urn das 
MDRl-Gen handeln. Es kann in diesem Zusammenhang eine der Se- 

30 quenzen 3Q141 - 173 bestehende bzw. ein aus jeweils zusammen- 
gehorenden Antisinn (as) - und Sinnsequenzen (ss) kombinierte 
dsRNA I /II verwendet werden. 

Nach einem weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltungsmerkmal wird 
35 die Expression nach dem Prinzip der RNA-Interf erenz gehemmt. 
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Das Zielgen wird zweckma£igerweise in pathogenen Organismen, 
vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert. Es kann Bestandteil 
eines Virus oder Viroids, insbesondere eines humanpathogenen 
Virus oder Viroids, sein. Das Virus oder Viroid kann auch ein 
5 tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid sein. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist vorgesehen, 
dass die ungepaarten Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate 
substituiert sind. 

10 

Zumindest ein Ende der dsRNA I/II kann modifiziert werden, urn 
einen Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Ein- 
zel strange entgegenzuwirken . Vorteilhaf terweise v/ird dazu der 
durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 

15 der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 
Verknupfung erhoht . Die chemische Verknupfung kann durch eine 
kovalen-e oder ionische Bindung, eine Wasserstof fbriickenbin- 
dung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswechelwirkungen, oder durch Metall- 

2 0 Ionenkoordination gebildet werden. Es hat sich weiter als 
zweckir.aSig und die Stabilitat erhohend erwiesen, wenn die 
chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes gebildet 
ist. Weitere vorteilhaf te Ausgestaltungen hinsichtlich der 
chemischen Verknupfung konnen den Merkmalen der Anspruche 24 

2 5 bis 3 0 entnommen werden, ohne dass es dafur einer naheren Er- 

lauterung bedarf. 

Die dsRNA I/II kann dann besonders einfach in die Zelle ein- 
geschleust werden, wenn sie in micellare Strukturen, vorteil- 

3 0 hafterweise in Liposomen, eingeschlossen wird. Zum Transport 

der dsRNA I/II in die Zelle hat es sich auch als vorteilhaft 
erwiesen, dass diese an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes 
virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon um- 
35 geben werden. Das Hullprotein kann vom Polyomavirus abgelei- 
tet sein. Das Hullprotein kann insbesondere das Virus-Protein 
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1 und/oder das Virus -Protein 2 des Polyomavirus enthalten. 
Nach einer weiteren Ausgestaltung ist vorgesehen, dass bei 
Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
5 sidartigen Gebildes gewandt ist. Ferner ist es von Vorteil, 
dass der eine Strang der dsRNA i/ll (asl/2) zum primaren oder 
prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 
Die Zelle kann eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
Zelle sein. 

10 

Weiterhin hat es sich gezeigt, dass die dsRNA I/II vorteil- 
hafterweise bereits in einer Menge von hochstens 5 mg/kg Kor- 
pergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem Men- 
schen, verabreicht werden kann. Bereits in dieser geringen 
15 Dosis wird eine ausgezeichnete Effektivitat erzielt. 

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass die dsRNA I/II zur 
Applikation in eine Pufferlosung aufgenommen und dann oral 
oder mittels Injektion oder Infusion intravenos, intratumo- 

2 0 ral, inhalativ, intraperitoneal verabreicht werden kann. 

Erf indungsgemate ist weiterhin die Verwendung einer doppel- 
strangigen Ribonukleinsaure (dsRNA I) zur Hemmung der Expres- 
sion eines Zielgens in einer Zelle vorgesehen, wobei die 
25 dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 aufeinander 
folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur aufweist, und 
wobei ein Strang (Ant i s inns t rang/ asl) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
komplementar zum Sinnstrang des Zielgens ist, und wobei die 

3 0 dsRNA I zumindest an einem Ende einen aus 1 bis 4 Nukleotiden 

gebildeten Uberhang aufweist. 

Nach weiterer MaEgabe der Erfindung ist ein Medikament zur 
Hemmung der Expression eines Zielgens in einer Zelle vorgese- 
3 5 hen, enthaltend eine doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA 
I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens ausrei- 
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chenden Menge, wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus 
hochstens 49 aufeinander folgenden Nukleotidpaaren Struktur 
aufweist, und wobei ein Strang (asl) oder zurnindest ein Ab- 
schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
5 komplementar zum Sinnstrang des Zielgens ist, und wobei die 
dsRNA I zurnindest an einem Ende einen aus 1 bis 4 Nukleotiden 
gebildeten Uberhang aufweist. 

Wegen der weiteren vorteilhaf ten Ausgestaltung der dsRNA I/II 
10 wird auf die vorangegangenen Ausfuhrungen verwiesen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Zeichnungen und 
Ausfuhrungsbeispiele beispielhaft erlautert. Es zeigen: 

15 Fig. la, b schematise!! eine erste und zweite doppelstran- 



gige RNA und 



Fig. 2 



schematisch ein Zielgen, 



20 Fig. 3 



relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 
schiedener dsRNA in NIH/3T3 -Zellen (erstes Ex- 
periment) , 



25 



Fig. 4 



relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 
schiedener dsRNA in NIH/3T3 -Zellen (zweites 
Experiment) , 



30 



Fig. 5 



relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 
schiedener dsRNA in NIE/3T3 -Zellen (drittes 
Experiment) , 



Fig. 6 



relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 
schiedener dsRNA in NIK/3T3 -Zellen (viertes 
Experiment) , 
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Fig. 7 relative YFP-Fluoreszenz nach Applikation ver- 

schiedener dsRNA in HeLa-S3 -Zellen (fiinftes 
Experiment) , 

5 Fig. 8 f luoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 

NIH/3T3 -Zellen nach Transfektion mit pcDNA-YFP 
bzw nach Kotransf ekt ion mit pcDNA-YFP und ver- 
schiedenen dsRNAs, 

10 Fig. 9 f luoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HeLa- 

S3-Zellen nach Transfektion mit pcDNA-YFP bzw. 
nach Kotransf ekt ion mit pcDNA-YFP und ver- 
schiedenen dsRNAs, 

15 Fig. 10 gelelektrophoretische Auftrennung von SI nach 

Inkubation in Maus-Serum, 

Fig. II gelelektrophoretische Auftrennung von SI nach 

Inkubation in humanem Serum, 

20 

Fig. 12 gelelektrophoretische Auftrennung von S7 nach 

Inkubation in Maus- Serum, 

Fig. 13 gelelektrophoretische Auftrennung von S7 nach 

25 Inkubation in humanem Serum, 

Fig. 14 gelelektrophoretische Auftrennung von K3 nach 

Inkubation in Maus-Serum, 

30 Fig. 15 gelelektrophoretische Auftrennung von PKCl/2 

nach Inkubation in Maus-Serum, 

Fig. 16 gelelektrophoretische Auftrennung von S1A/S4B 

nach Inkubation in humanem Serum, 
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Fig. 17 gelelektrophoretische Auf trennung von K2 nach 

Inkubation in hutnanem Serum und 

Fig. 18 GFP-spezif ische I mmunoper oxidase- Far bung an 

5 Nieren-Paraf f inschnitten transgener GFP-Mause, 

Fig. 19 GFP-spezif ische Immunoperoxidase-Farbung an 

Herz-Paraff inschnitten transgener GFP-Mause, 

10 Fig. 2 0 GFP-spezif ische Immunoperoxidase-Farbung an 

Pankreas-Paraff inschnitten transgener GFP- 
Mause, 

Fig. 21 Western-Blot -Analyse der GFP-Expression im 

15 Plasma, 

Fig. 22 Western-Blot-Analyse der GFP-Expression in der 

Niere, 

20 Fig. 23 Western-Blot -Analyse der GFP-Expression im 

Herz, 

Fgi. 24 Western-Blot-Analyse der EGFR- Express ion in U- 

87 MG Glioblastom-Zellen, 

25 

Fig. 25a Northern-Blot -Analyse des MDRI mRNA-Niveaus in 

der Kolonkarzinom-Zelllinie LS174T, wobei die 
Zellen nach 74 Stunden geerntet wurden, 

30 Fig. 25b Quantif izierung der Banden nach Fig. 25a, wo- 

bei die Mittelwerte aus zwei Werten darge- 
stellt sind, 

Fig. 2 6a Northern-Blot -Analyse des MDRI mRNA-Niveaus in 

35 der Kolonkarzinom-Zelllinie LS174T, wobei die 

Zellen nach 48 Stunden geerntet wurden, 
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Fig. 26b Quantif izierung der Banden nach Fig. 26a, wo- 

bei die Mittelwerte aus zwei Wert en darge- 
stellt sind, 

Fig. 27 vergleichende Darstellung einer durchlicht- 

und f luoreszenzmikroskopischen Aufnahme einer 
Transfektion mit 175 nM dsRNA (Sequenz Rl in 
Tabelle 4) . 

Die in den Fig. la und lb schematisch gezeigten doppelstran- 
gigen Ribonukleinsauren dsRNA I und dsRNA II weisen jeweils 
ein erstes Ends El und ein zweites Ende E2 auf . Die erste und 
die zweite Ribonukleinsaure dsRNA I/dsRNAII weisen an ihren 
beiden Enden El und E2 einzelstrangige , aus etwa 1 bis 4 un- 
gepaarten Nukleotiden gebildete Abschnitte auf. Es sind zwei 
mogliche Varianten dargestellt (Variante 1 und 2), wobei Va- 
riante 2 ein glattes Ende (E2) aufweist . Das glatte Ende kann 
jedoch auch in einer weiteren Variante am anderen Ende (El) 
liegen. 

In Fig. 2 ist schematisch ein auf einer DNA befindliches 
Zielgen gezeigt. Das Zielgen ist durch einen schwarzen Balken 
kenntlich gemacht . Es weist einen ersten Bereich Bl und einen 
zweiten Bereich B2 auf. 

Jeweils der eine Strang der ersten dsRNA I (asl) bzw. der 
zweiten dsRNA II (as2) ist komplementar zum entsprechenden 
Bereich Bl bzw. 32 auf dem Zielgen. 

Die Expression des Zielgens wird dann besonders wirkungsvoll 
gehemmt, wenn die dsRNA 1/dsRNA II an ihren Enden El, E2 ein- 
zelstrangige Abschnitte aufv/eist. Die einzelstrangigen Ab- 
schnitte konnen sowohl am Strang asl oder as2 als auch am Ge- 
genstrang (ssl bzw. ss2) oder am Strang asl, as2 und am Ge- 
genstrang ausgebildet sein. 
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Die Bereiche El und B2 konnen, wie in Fig. 2 gezeigt, von 
einander beabstandet aein. Sie konnen aber auch aneinander 
grenzen oder uberlappen. 

I. Hemmung der Expression des YFP-Gens in Fibroblasten : 
Es wurden aus Sequenzen des Yellow Fluorescent Proteine 
(YFP) , einer Variante des GFP (Grun-f luoreszierendes Protein) 
der Alge Aequoria victoria abgeleitete doppelstrangige RNAs 
( dsRNAs ) hergestellt und zusammen mit einem YFP-kodierenden 
Plasmid in Fibroblasten mikroinj iziert . Anschlie£end wurde 
die Fluoreszenzabnahme gegeniiber Zellen ohne dsRNA ausgewer- 
tet . 



Versuchsprotokoll : 

Mittels eines RNA- Synthesizer (Typ Expedite 8909, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und herkommlicher 
chemischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen 
SQ148, 149 und SQ159 ersicht lichen RNA-Einzel strange und die 
zu ihnen komplementaren Einzelstrange synthetisiert . An- 
schliefiend erfolgte die Reinigung mit Hilfe der HPLC. Die Hy- 
bridisierung der Einzelstrange zum Doppelstrang erfolgte 
durch Erhitzen des stochiometrischen Gemischs der Einzel- 
strange in 10 mM Natriumphosphat puffer, pH 6,8, 100 mM NaCl, 
auf 90 °C und nachf olgendes langsames Abkuhlen uber 6 Stunden 
auf Raumtemperatur. Die so erhaltenen dsRNAs wurden in die 
Testzellen mikroinj iziert . 

Als Testsystem fur diese Zellkultur-Experimente diente die 
murine Fibroblasten- Zellinie NIH/3T3, ECACC No. 93061524 (Eu- 
ropean Collection of Animal Cell Culture) . Fur die Mikroin- 
jektionen wurde das Plasmid pcDNA-YFP verwendet, das ein 
300bp groSes Bam Hl/Eco RI -YFP- Fragment in den entsprechenden 
Restriktionsschnittstellen des Vectors pcDNA3 enthalt . Die 
Expression des YFP wurde unter dem Einflufi gleichzeitig mit- 
cransf izierter sequenzhomologer dsRNA untersucht . Die Auswer- 
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tung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte fruhestens 3 
Stunden nach Injektion anhand der grunen Fluoreszenz. 

Vorbereitung der Zellkulturen : 
5 Die Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM mit 4,5 g/1 Glu- 
cose, 10 % fotalern Kalberserum (PCS), 2 mM L-Glutamin, Peni- 
cillin/Streptomycin (100 IE/100 fig/xvl, Biochrom) im Brut- 
schrank unter 5 % C0 2 -Atmosphare bei 3 7°C. Die Zellen wurden 
alle 3 Tage passagiert, urn sie in der exponent iellen Wachs- 

10 tumsphase zu halten. Einen Tag vor der Durchfuhrung der 
Transfektion wurden die Zellen trypsiniert (lOx Tryp- 
sin/TEDTA, Biochrom) und mit einer Zelldichte von 0,3 x 10 5 
Zellen in beschichteten Petrischalen (CORNING® Cell Culture 
Dish, 35 mm, Corning Inc., Corning, USA) ausgesat . Die Petri - 

15 schalen wurden mit 0,2 % Gelatine (Biochrom) fur mindestens 
30 Minuten bei 37°C inkubiert, einmal mit PBS gewaschen und 
sofort fur die Aussaat der Zellen verwendet. Urn ein Wieder- 
finden individueller Zellen zu ermoglichen, wurden CELLocate 
Coverslips der Fa. Eppendorf (Square size 55 /xm) verwendet . 

20 

Mikroinj ektion: 

Zur Durchfuhrung der Mikroinj ektion wurden die Petrischalen 
ca. 10 Minuten aus dem Brutschrank genommen. Pro Schale und 
Ansatz wurden ca. 50 Zellen mikroinj iziert (FemtoJet; Mikro- 

25 manipulator 5171, Eppendorf). Fur die Mikroinj ektion wurden 
Glaskapillaren (FemtoTip) der Firma Eppendorf mit einem Spit- 
zeninnendurchmesser von 0,5 /zm verwendet. Die Inj ektionsdauer 
betrug 0,8 Sekunden und der Druck 30 hPa . Durchgefuhrt wurden 
die Mikroinj ektionen an einem Olympus 1X50 Mikroskop mit 

3 0 Fluoreszenzeinrichtung. Als Injektionspuf f er wurde 14 mM 
NaCl, 3 mM KCl, 10 mM KH 2 P0 4 , pH 7,0 verwendet, der 0,01 
/ig//il pcDNA-YFP enthielt. Zur Uberprufung einer erf olgreichen 
Mikroinj ektion wurde der Inj ektionslosung jeweils 0,08% (w/v) 
an Dextran-70000 gekoppeltes Texas-Rot (Molecular Probes, 

35 Leiden, Niederlande) zugesetzt. Urn die Inhibition der YFP- 

Expression mit spezifischer dsRNA zu untersuchen, wurden der 
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Injektionslosung dsRNAs zugegeben: Ansatz 1: 0,1 fiM dsRNA 
(Sequenzprotokoll SQ148/149) ; Ansatz 2: 0,1 //M dsRNA (Se- 
quenzprotokoll SQ148/159) ; Ansatz 3: ohne RNA. Nach der Mi- 
kroinjektion wurden die Zellen fur mindestens drei weitere 
Stundsn im Brutschrank inkubiert . Danach wurden die intra- 
zellulare YFP-Fluoreszenz am Mikroskop ausgewertet: 
gleichzeitig rot und griin-f luoreszierende Zellen: Mikroinj ek- 
tion war erfolgreich, es wird keine Inhibition der YFP- 
Expression durch dsRNA beobachtet; bzw. es handelt sich urn 
Kontrollzellen, in die keine dsRNA injiziert wurde; 
nur rot -f luoreszierende Zellen: Mikroinj ektion war erfolg- 
reich, die dsRNA inhibiert YFP- Express ion. 

Ergebnisse : 

Bei einer dsRNA-Konzentration von 0,1 (iM konnte beim Einsatz 
der dsRNA mit den an beiden 3'-Enden urn je zwei Nukleotide 
libers tehenden Einzelstrangbereichen (Sequenzprotokoll 
SQ148/159) eine merklich erhohte Hemmung der Expression des 
YFP-Gens in Fibroblasten beobachtet werden im Vergleich zur 
dsRNA ohne uberstehende Einzelstrangenden (Tabelle 1) . 

Die Verwendung von kurzen, 19-25 Basenpaare enthaltenden, 
dsRNA-Molekulen mit Uberhangen aus wenigen, vorzugsweise 1 
bis 3 nicht-basengepaarten, einzelstrangigen Nukleotiden er- 
moglicht somit eine vergleichsweise starkere Hemmung der 
Genexpression in Saugerzellen als die Verwendung von dsRNAs 
mit derselben Anzahl von Basenpaaren ohne die entsprechenden 
Einzelstranguberhange bei jeweils gleichen RNA- 
Konzentrationen . 
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Ansatz 


Name 


Sequenzprotokoll-Nr . 


0.1 MM 


1 


SlA/ 


SQ148 


+ 




SIB 


SQ149 




2 


SlA/ 


SQ148 (uberstehende Enden) 


++4- 




S4B 


SQ159 




3 




ohne RNA 





Tabelle 1: Die Symbole geben den relativen Anteil an nicht 
oder schwach grun- f luoreszierenden Zellen an (++ + > 90%; + + 
60-90%; + 30-60%; - < 10%). 

II. Hemmung der Genexpression eines Zielgens in kul tivierten 
HELA-S3-Zellen und Mausf ibroblasten durch dsRNA: 

Die Effektivitat der Inhibition der YFP- Expression nach tran- 
sienter Transfektion eines YFP-codierenden Plasmids auf der 
Basis der RNA-Interf erenz mit dsRNAs laSt sich durch Gestal- 
tung der 3 '-Enden und der Lange des basengepaarten Bereichs 
modulieren. 

Ausf uhrungsbeispiel : 

Zum wirksamkeitsnachweis der dsRNA bei der spezif ischen Inhi- 
bition der Genexpression wurden transient transf izierte 
20 NIH/3T3-Zellen (Fibroblasten aus NIH Swiss Mausembryo, ECCAC 
(European collection of animal cell culture) Nr. 93061524) 
und HELA-S3 (humane cervikale Karzinomzellen, DSMZ (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) Nr. ACC 161) 
verwendet. Fur die Transfektion wurde das Plasmid pcDNA-YFP 
25 verwendet, das ein 300 bp grofces Bam HI /Eco RI - YFP - Fragment 
in den entsprechenden Schnittstellen des Vektors pcDNA3 ent- 
halt. Aus der Sequenz des gelb-f luoreszierenden Proteins 
(YFP) abgeleitete doppelstrangige RNAs (dsRNAs) wurden herge- 
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stellt und zusammen mit dem Plasmid pcDNA-YFP transient in 
die Fibroblasten transfiziert (Die verwendeten spezifischen 
dsRNAs sind in ihren Antisinn-Strangen komplementar zu ent- 
sprechenden Abschnitten der Gensequenzen von sowohl YFP als 
5 auch GFP) . Nach 48 Stunden wurde die Fluoreszenzabnahme quan- 
tifiziert. Als Kontrollen fungierten Zellen, die entweder nur 
mit pcDNA-YFP oder mit pcDNA-YFP und einer Kontroll-dsRNA 
(nicht aus der YFP-Sequenz abgeleitet) transfiziert wurden. 

10 Versuchsprotokoll : 

dsRNA-Synthese : 

Mittels eines RNA- Synthesizers (Typ Expedite 890 9, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und herkommlicher che- 

15 mischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen er- 

sichtlichen RNA-Einzelstrange und die zu ihnen komplementar en 
Einzelstrange synthetisiert . AnschlieSend erfolgte die Reini- 
gung der rohen Syntheseprodukte mit Hilfe der HPLC. Verwendet 
wurde die Saule NucleoPac PA- 10 0 , 9x250 mm, der Fa. Dionex; 

20 als Niedersalz-Puff er 20 mM Tris, 10 mM NaCl0 4 , pK 6,8, 10% 
Acetonitril und als Hochsalz-Puf f er 20 mM Tris, 400 mM 
NaCl0 4/ pH 6,8, 10% Acetonitril. Der FluB betrug 3 ml/ Minu- 
te. Die Hybridisierung der Einzelstrange zum Doppelstrang er- 
folgte durch Erhitzen des stochiometrischen Gemischs der Ein- 

25 zelstrange in 10 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 6,8, 100 mM 

NaCl, auf 80-90°C und nachf olgendes langsames Abkuhlen iiber 6 
Stunden auf Raumtemperatur . 

Aussaat der Zellen: 
30 Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in 
einer entsprechenden Werkbank (HS18, Hera Safe, Kendro, 
Heraeus) durchgef uhrt . Die Kultivierung der NIH/3T3 -Zellen 
und der HELA-S3 erfolgte im Brutschrank (C0 2 -lnkubator T20, 
Hera cell, Kendro, Heraeus) bei 37°C, 5% C0 2 und gesattigter 
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Luftfeuchtigkeit in DMEM (DulbecccTs modified eagle medium, 
Biochrom) , fur die Mausf ibroblasten, und HanTs F12 fur die 
HELA-Zellen mit 10% FCS (fetal calf serum, Biochrom), 2 mM L- 
Glutamin (Biochrom) und Penicillin/Streptomycin (100 IE/100 
5 /ig/ml, Biochrom) . Um die Zellen in der exponent iellen Wachs- 
tumsphase zu halten, wurden die Zellen alle 3 Tage passa- 
giert. 24 Stunden vor der Durchf uhrung der Transfektion wur- 
den die Zellen trypsiniert (lOx Trypsin/EDTA, Biochrom, 
Deutschland) und mit einer Zelldichte von 1,0 x 10 4 Zel- 
10 len/Vertiefung in einer 96-Loch-Platte (Multiwell Schalen 96- 
Well Flachboden, Labor Schubert & Weiss GmbH) in 150 fil 
Wachstumsmedium ausgesat . 

15 

Durchf uhrung der transienten Transfektion: 

Die Transfektion wurde mit Lipofect amine Plus™ Reagent (Life 
Technologies) gema£ den Angaben des Herstellers durchgef uhrt . 
Pro Well wurden 0,15 fig pcDNA- YFP-Plasmid eingesetzt. Das Ge- 
20 samt-Transf ektionsvolumen betrug 60 /il . Es wurden jeweils3- 
fach-Proben angesetzt. Die Plasmid-DNA wurde zuerst zusammen 
mit der dsRNA komplexiert. Dazu wurde die Plasmid-DNA und die 
dsRNA in serumfreiem Medium verdunnt und pro 0,1 fig Plasmid- 
DNA 1 fil PLUS Reagent eingesetzt (in einem Volumen von 10 /il) 

2 5 und nach dem Mischen fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inku- 

biert. Wahrend der Inkubation wurde pro 0,1 /ig Plasmid-DNA 
0,5 /il Lipofectamine in insgesamt 10 fil serumfreiem Medium 
verdunnt, gut gemischt, zu dem Plasmid/dsRNA/PLUS-Gemisch zu- 
gegeben und nochmals 15 Minuten inkubiert. Wahrend der Inku- 

3 0 bation wurde ein Mediumwechsel durchgef uhrt . Die Zellen wur- 

den dazu 1 x mit 2 00 fil serumfreiem Medium gewaschen und da- 
nach mit 4 0 /il serumfreiem Medium bis zur Zugabe von 
DNA/dsRNA/PLUS/Lipofectamine weiter im Brutschrank inkubiert. 
Nach der Zugabe von 20 /il DNA/dsRNA/PLUS/Lipofectamine pro 
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Well v/urden die Zellen fur 2,5 Stunden im Brutschrank inku- 
biert. Anschlieftend wurden die Zellen nach der Inkubation 1 x 
mit 200 ul Wachstumsmedium gewaschen und fur 24 Stunden bis 
zur Detektion der Fluoreszenz in 200 pi Wachstumsmedium im 
5 Brutschrank inkubiert . 

Detektion der Fluoreszenz: 

24 Stunden nach dem letzten Mediumwechsel wurde die Fluores- 
zenz der Zellen am Fluoreszenz-Mikroskop (IX50-S8F2, Fluores- 

10 zenz-Einheit U-ULSlOOHg, Brenner U-RFL-T200, Olympus) mit ei- 
ner USH-I02D-Quecksilber-Lampe (USHIO Inc., Tokyo, Japan), 
ausgestattet mit einem WIB-Fluoreszenz-Wurf el und einer digi- 
talen CCD-Kamera (Orca Illm, Hamamatsu) und C4742-95 Kamera- 
Controller) photographiert . Die Auswertung der Fluores- 

15 zenzaufnahmen erfolgte mit der analysis-Software 3.1 (Soft 
Imaging Sytem GmbH, Deutschland) . Urn die YFP-Fluoreszenz in 
Relation zur Zelldichte zu setzen, wurde eine Zellkernf arbung 
(Hoechst-Staining) durchgef uhrt . Dazu v/urden die Zellen in 
100 ill Methylcarnoy (75% Methanol, 25% Eisessig) zuerst fur 5 

20 und danach nochmals fur 10 Minuten in Methylcarnoy fixiert. 
Nach dem Lufttrocknen wurden die fixierten Zellen fur 3 0 Mi- 
nuten im Dunkeln mit 100 /il pro Well Hoechst-Farbstof f (75 
ng/ml) inkubiert. Nach 2maligem Waschen mit PBS (PBS Dulbecco 
w/o Ca 2 \ Mg 2 *, Biochrom) wurden die Hoechst-gef arbten Zel- 

25 len unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus, WU-Fluoreszenz- 
Wurfel fur Hoechst) photographiert. 

In den Fig. 3 bis 9 sind die Ergebnisse zur Inhibition der 
YFP-Expression durch dsRNA in kultivierten Zellen zusammenge- 
f asst : 

30 

In Fig. 3, 4, 5 und 6 sind die Effekte von YFP-spezif ischen 
dsRNAs und von Kontroll -dsRNAs auf die YFP-Expression in 
NIH/3T3-Mausf ibroblasten nach transienter Transfektion zusam- 
mengefasst. Die Experimente wurden wie im Versuchsprotokoll 
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beschrieben durchgef uhrt . Die Konzentration der dsRNA bezieht 
sich auf die Konzentration im Medium wahrend der Transfekti- 
onsreaktion. Die Bezeichnungen fur die dsRNAs sind der Tabel- 
le 2 zu entnehmen. Dargestellt ist die relative Fluoreszenz 
5 pro Bildausschnitt in Flachenprozent . Pro Well wurden 3 ver- 
schiedene Bildausschnitte ausgewertet. Die Mittelwerte erge- 
ben sich aus den 3 -f ach-Ansatzen . 

In den Fig. 7 und 9 ist die spezifische Inhibition der YFP- 

Genexpression durch dsRNAs in HELA-S3-Zellen dargestellt. 
10 In Fig. 7 ist die hemmende Wirkung unterschiedlich gestalte- 

ter dsRNA-Konstrukte (Tabelle 2) in verschiedenen Konzentra- 

tionen auf die Expression von YFP in KeLa-Zellen dargestellt. 

Fig. 8 zeigt representative f luoreszenzmikroskopische Aufnah- 

men von transient mit YFP transf izierten NIH/3T3 -Maus- 
15 fibroblasten ohne dsRNA und mit spezifisch gegen YFP gerich- 

teten dsRNAs (x 100 Vergro£erung) . 

8A: YFP-Kontrolle 

8B: SI, 10 nM 

8C: S4, 10 nM 
20 8D: SI, 10 nM 

8E: S7/S11, 1 nM 

8F: S7/S12, 1 nM 

Fig. 9 zeigt representative f luoreszenzmikroskopische Aufnah- 
25 men von transient mit YFP transf izierten HELA-3S-Zellen ohne 

dsRNA und mit spezifisch gegen YFP gerichteten dsRNAs (x 100 

Vergr6£erung) . 

9A: K2-Kontrolle, 10 nM 

9B: SI, 10 nM 
30 9C: S4, 10 nM 

9D: S7, 10 nM 

9E: S7/11, 1 nM 

9F: S7/12, 1 nM 

9G: S1A/S4B, 10 nM 
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9H: YFP-Kontrolle 
Ergebnisse : 

5 Fig. 3 zeigt, dass die YFP -Expression nach transienter 

Kotransfektion von Mausf ibroblasten mit dem YFP-Plasmid und 
spezifisch gegen die YFP-Sequenz gerichteten dsRNAs dann be- 
sonders wirkungsvoll gehemmt wird, wenn die 3"-Enden der 22 
und 19 Basenpaare enthaltenden Bereiche der dsRNAs einzel- 

10 strangige Abschnitte von 2 Nukleotiden (nt) aufweisen. Wah- 

rend die dsRNA SI mit glatten 3"-Enden bei einer Konzentrati- 
on von 1 nM (bezogen auf die Konzentration im Zellkultur- 
Medium wahrend der Durchfuhrung der Transf ektion) keine inhi- 
bitorischen Effekte auf die YFP -Express ion zeigt, inhibieren 

15 die dsRNAs S7 (19 Nukleot idpaare) und S4 (22 Nukleotidpaare) 
mit jeweils 2nt Uberhangen an beiden 3'-Enden die YFP- 
Expression urn 50 bzw. um 70% im Vergleich zu den entsprechen- 
den Kontroll- dsRNAs K3 und K2 . Bei einer Konzentration von 10 
nM inhibiert die als SI bezeichnete dsRNA mit glatten Enden 

20 die YFP-Expression um -65%, wahrend die Inhibition der YFP- 
Expression durch die S4 dsRNA -93% betragt (Fig. 4). Der in- 
hibitorische Effekt der mit S4 und S7 bezeichneten dsRNAs ist 
konzentrationsabhangig (Fig. 3 und 4, siehe auch Fig. 7). 

25 Fig. 4 zeigt, dass fur die effiziente Unterdriickung der YFP- 
Genexpression die einzelstrangige Ausbildung nicht an beiden 
3 '-Enden (auf Sinn- und Antisinn-Strang) notwendig ist. Um 
eine moglichst effektive Inhibition der YFP-Expression zu er- 
reichen, ist lediglich der 2nt-Uberhang am 3^-Ende auf dem 

30 Antisinn-Strang notwendig. So liegt die Inhibition der YFP- 
Expression bei einer Konzentration von 1 nM bei den beiden 
dsRNAs S4 (mit 2 nt -Uberhangen auf beiden 3 "-Enden) und 
S1A/S4B (mit einem 2nt-Uberhang auf dem 3"-Ende des Antisinn- 
Stranges) bei -70%. Befindet sich dagegen der 2nt-Uberhang 
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auf dem 3'-Ende des Sinn- St ranges (und das 3'-Ende des Anti- 
sinn-Stranges tragt keinen einzelstrangigen Bereich) , so 
liegt die Inhibition der YFP-Genexpression lediglich bei 50%. 
Analog ist die Inhibition bei hoheren Konzentrationen deut- 
5 lich besser, wenn mindestens das 3"-Ende des Antisinn- 
Stranges einen 2nt-Uberhang tragt. 

Eine deutlichere Hemmung der YFP-Expression wird errsicht , 
wenn der basengepaarte Bereich 21 Nukleotid-Paare statt 22 

10 (SI ur.d S4), 20 (S13 bzw. S13/14) oder 19 (S7) umfasst (Fig. 
5, 6 und 7) . So betragt die Inhibition der YFP-Expression 
durch SI (22 Basenpaarungen mit glatten Enden) in einer Kon- 
zentration von 5 nM -4 0%, wahrend die Inhibition durch S7/S12 
(21 Basenpaarungen mit glatten Enden) , ebenfalls mit 5 nM bei 

15 -92% liegt. Weist die dsRNA mit 21 Basenpaarungen noch einen 
2nt-Uberhang am Antisinnstrang-3 ' -Ende (S7/S11) auf, so liegt 
die Inhibition bei ~ 97% (verglichen mit -73% Inhibition 
durch S4 und -70% Inhibition durch S7) . 

20 

III. Untersuchung der Serumstabilitat der doppelstrangigen 
RNA (dsRNA) : 

Ziel ist es, die in den Zellkulturen gefundene Effektivitat 
25 der durch dsRNAs vermittelten Hemmung der Genexpression von 
Zielgenen fur den Einsatz in vivo zu steigern. Dies wird 
durch eine verbesserte Stabilitat der dsRNAs im Serum und 
durch eine daraus resultierende verlangerte Verweilzeit des 
Molekuls im Kreislauf bzw. die damit verbundenen erhdhte- 
30 wirksame- Konzentration des funktionellen Molekuls erreicht . 

Ausfuhrungsbei spiel : 
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Die Serumstabilitat der die GFP-Expression hemmenden dsRNAs 
wurde ex vivo in murinem und humanem Serum getestet. 

Versuchsprotokoll : 

5 

Die Inkubation mit humanem bzw. murinem Serum mit der ent- 
sprechenden dsRNA erfolgte bei 37 °C. Es wurden je 85 |il Serum 
mit 15 ill 100/zM dsRNA inkubiert . Nach bestimmten Inkubations- 
zeiten (30 min, lh, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h) wurden die Proben 
10 bei -80 °C eingefroren. Als Kontrolle wurde dsRNA ohne Serum 
( + 85 /zl ddH 2 0) und dsRNA mit Serum zum Zeitpunkt 0 verwendet . 

Fur die Isolierung der dsRNA aus dem Inkubationsansatz, die 
auf Eis erfolgte, wurden jeweils 400 jzl 0,1% SDS zu den An- 

15 satzen gegeben und diese einer Phenol ext r a kt ion unterzogen: 

Pro Ansatz wurden 500 /zl Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol 
(IAA, 25:24:1, Rot i®- Phenol , Roth, Karlsruhe) zugegeben und 
fur 30 sec auf hochster Stufe gevortext (Vortex Genie-2; 
Scientific Industries) . Nach lOminutiger Inkubation auf Eis 

20 erfolgte die Phasentrennung durch Zentrif ugation bei 

12.000xg, 4°C, fiir 10 min (Sigma 3K30, Rotor 12131-H) . Die 
obere wassrige Phase (ca. 200 /zl) wurde abgenommen und zuerst 
einem DNase I- und danach einem Proteinase K - Verdau unter- 
zogen: Zugabe von 20 /zl lOxfach DNasel-Puf f er (100 mM Tris, 

25 pH 7,5, 25 mM MgCl 2/ 1 mM CaCl 2 ) und 10 U DNase I (D7291, 

Sigma-Aldrich) , 30 min Inkubation bei 37<>C, erneute Zugabe 
von 6 U DNase I und Inkubation fur weitere 20 min bei 37°C / 
Zugabe von 5 ill Proteinase K (20 mg/ml, 04-1075, Peqlab, 
Deutschland) und 3 0 min Inkubation bei 37° C. Danach wurde ei- 

30 ne Phenolextraktion durchgef iihrt . Dazu wurde 500 /zl Phenol : 
Chloroform : IAA (25:24:1) zugegeben, 3 0 sec auf hochster 
Stufe gevortext, 10 min bei 12.000xg, 4°C, zentrif ugiert , der 
Uberstand abgenommen und nacheinander mit 40 /zl 3 M Na-Ac 
(Natriumacetat) , pH 5,2, und 1 ml 100% EtOH versetzt, dazwi- 
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schen gut gemischt und fur mindestens 1 h bei -80°C gefallt. 
Das Prazipitat wurde durch Zentrif ugation bei 12.000xg fur 30 
min und 4°C pelletiert, mit 70% EtOH gewaschen und erneut 
zentrifugiert (10 min, 12.000xg, 4°C) . Das luf tgetrocknete 
5 Pellet wurde in 3 0 /zl RNA-Gelauf tragspuf f er (7 M Harnstoff , 1 
x TBE (0,09 M Tris-Borat, 0,002 M EDTA ( Ethyl endi ami ntetraa - 
cetat) , 0,02% (w/v) Bromphenolblau, 0,02% (w/v) Xylencyanol ) 
aufgenommen und bis zum Gelauftrag bei -20°C gelagert. 

10 Zur Charakterisierung der dsRNA wurde eine analytische, dena- 
turierende Polyacrylamid-Gelelektrophorede (analytische PAGE) 
durchgef uhrt . Die Harnstoff gele wurden kurz vor dem Lauf her- 
gestellt: 7M Harnstoff (21g) wurde in 25 ml 40% wassrige 
Acrylamid/Bisacrylamid Stammlosung (Rotiphorese-Gel , A515.1, 

15 Roth) und 5 ml 10 x TBE (10S g Tris, 55 g Borsaure, 9,3 g 

EDTA pro L Aqua dest . ) unter Riihren gelost und auf 50 ml mit 
Aqua dest. aufgefullt. Kurz vor dem GieSen wurden 50 fil TEMED 
(N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin) und 500 /il 10% APS (Am- 
moniumperoxidisulf at) zugesetzt. Nach dem Auspolymerisieren 

2 0 wurde das Gel in eine vertikale Elektrophorese-Apparatur 

(Merck, Darmstadt) eingesetzt und ein Vorlauf fur 30 min bei 
konstant 40 mA Stromstarke durchgef uhrt . Als Laufpuffer wurde 
1 x TBE-Puffer verwendet . Vor dem Auftrag auf das Gel wurden 
die RNA-Proben fur 5 min bei 100°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt 

25 und fur 20 sec in einer Tischzentrif uge (Eppendorf, minispin) 
abzentrifugiert . Es wurden je 15 /il auf das Gel aufgetragen. 
Der Lauf erfolgte fur ca. 2h bei einem konstanten Stromflu£ 
von 4 0 mA. Nach dem Lauf wurde das Gel 3 0 min bei RT (Raum- 
temperatur) mit Stains all-Farbeldsung (20 ml Stains all 

30 Stammlosung (200 mg Stains all in 200 ml Formamid gelost) mit 
200 ml Aqua dest. und 180 ml Formamid versetzt) gefarbt und 
die Hintergrundfarbung danach durch Spiilen in Aqua dest. fur 
45 min entfernt. Die Gele wurden mit dem Photodokuiuentations- 
system Image Master VDS von Pharmacia photographiert . 
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Die Fig. 10 bis 17 zeigen die Serumstabilitat der dsRNA nach 
Inkubation mit humanem bzw. murinem Serum und nachf olgender 
elektrophoretischer Auftrennung im 20%igem 7M Harnstof f gel . 

5 Fig. 10: Inkubation von SI (0-22-0) in Maus-Serum 

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

2 . zum Zeitpunkt 0 

3 . fur 3 0 Minuten 

4 . fur 1 Stunde 
10 5. fur 2 Stunden 

6 . fur 4 Stunden 

7 . fur 12 Stunden 

8. 2 pi 100 fM SI ohne Inkubation 
S1A) Sinnstrang SI (10 /zl 20 fM S1A) 

15 S13) Ant is inns t rang Si (10 /xl 20 /xM SIB) 

Fig. 11: Inkubation von SI (0-22-0) in humanem Serum 

1. 2 fil 100 fiM SI unbehandelt (ohne Inkubation) 

2. fur 30 Minuten 
3 . fur 2 Stunden 

2 0 4. fur 4 Stunden 

5 . fur 6 Stunden 

6 . fur 8 Stunden 

7 . fur 12 Stunden 

8 . fur 24 Stunden 

25 S1A) Sinnstrang SI (10 ill 20 /xM S1A) 

SIB) Ant i sinnstrang SI (10 /il 20 /iM SIB) 

Fig. 12: Inkubation von S7 (2-19-2) in Maus- Serum 

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 
2 . fur 3 0 Minuten 

3 0 3 . fur 4 Stunden 

4 . fur 12 Stunden 

Fig. 13: Inkubation von S7 (2-19-2) in humanem Serum 
1. Sinnstrang S7 (10 ixl 20 M M S7A ) 
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2. Ant is inns t rang S7 (10 jxl 20 ptM S7B) 
3 . fur 3 0 Minuten 

4 . fur 1 Stunde 

5 . fur 2 Stunden 
5 6 . fur 4 Stunden 

7 . fur 6 Stunden 
8 . fur 12 Stunden 

9. fur 24 Stunden 

10. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

10 Fig. 14: Inkubation von K3 (2-19-2) in Maus-Serum 

1. Sinnstrang K3 (10 /il 20 /iM K3A) 

2 . Ant is inns t rang K3 (10 (jlI 20 /iM K3B) 

3 . zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 
4 . zum Zeitpunkt 0 (mit Serum) 

15 5. fur 3 0 Minuten 

6 . fur 1 Stunde 

7 . fur 2 Stunden 

8 . fur 4 Stunden 

9 . fur 12 Stunden 

20 Fig. 15: Inkubation von PKC1/2 (0-22-2) in Maus-Serum 

1 . fur 3 0 Minuten 

2 . fur 1 Stunde 

3 . fur 2 Stunden 

4 . fur 4 Stunden 
25 5. fur 12 Stunden 

G. 2 /il 100 /iM PKCl/2 (unbehandeit) 

Fig. 16: Inkubation von S1A/S4B (0-22-2) in humanem Serum 

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

2. fur 24 Stunden 
30 3 . fur 12 Stunden 

4 . fur 8 Stunden 

5 . fur 6 Stunden 

6 . fur 4 Stunden 
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7. fur 2 Stunden 

8. fur 3 0 Minuten 

9. Sinnstrang S1A (10 ptl 20 jiM S1A) 

10. Ant i sinnstrang S4B (10 fil 20 fiM S4B) 

5 Fig. 17: Inkubation von K2 (2-22-2) in human em Serum 

1. Sinnstrang K2 (10 pi 20 fiM K2A) 

2. Antisinnstrang K2 (10 jil 20 ptM K2B) 

3. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

4. fur 3 0 Minuten 
10 5. fur 2 Stunden 

6 . fur 4 Stunden 

7 . fur 6 Stunden 

8 . fur 8 Stunden 

9. fur 12 Stunden 
15 10. fur 24 Stunden 

Ergebnisse : 

dsRNAs ohne einzelstrangige Bereiche an den 3'-Enden sind im 
2 0 Serum sowohl von Mensch und Maus wesentlich stabiler als 

dsRNAs mit einzelstrangigen 2nt-Uberhangen an den 3'-Enden 
(Fig. 10 bis 14 und 17) . Nach 12 bzw. 24 Stunden Inkubation 
von SI in murinem bzw. humanem Serum ist noch immer eine Ban- 
de in der ursprunglichen GroEe fast vollstandig erhalten. Da- 
25 gegen nimmt bei dsRNAs mit 2nt-Uberhangen an beiden 3'-Enden 
die Stabilitat in humanem als auch im murinen Serum deutlich 
ab. Bereits nach 4 Stunden Inkubation von S7 (Fig. 12 und 13) 
oder K3 (Fig. 14) ist keine Bande in der OriginalgroBe mehr 
detektierbar . 

30 

Urn die Stabilitat von dsRNA im Serum zu erhohen, ist es aus- 
reichend, wenn die dsRNA ein glattes Ende besitzt. Im Maus- 
Serum ist nach 4 Stunden Inkubation (Fig. 15, Bahn 4) die 
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Bande in der 0riginalgr6£e kaum abgebaut im Vergleich zu SI 
(nach 4 Stunden vollstandiger Abbau; Fig. 12, Bahn 3). 

Als optimaler KompromiE hinsichtlich der biologischen Wirk- 
5 samkeit von dsRNA kann die Verwendung von dsRNA mit einem 

glattem Ende und einem einzelstrangigem Bereich von 2 Nukleo- 
tiden angesehen werden, wobei sich der einzelstrangige Uber- 
hang am 3 "-Ende des Antisinn-Stranges befinden sollte. 

10 Die hier verwendeten Sequenzen sind aus der nachstehenden Ta- 
belle 2 und den Sequenzprotokollen SQ148-151 und 153-167 er- 
sichtlich. 



Name 


Sequenz- 

proto- 

koll-Nr. 


dsRNA-Sequenz 




SI 


3Q143 
SQ14 9 


(A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUUC -3' 

(B) 3"- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5' 


0-22-0 


S7 


SQ150 
SQ151 


(A) 5"- C CACAUGAAGCAGC ACGACUU -3" 

(B) 3"- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUG -5' 


2-19-2 


Kl 


SQ153 
SQ154 


(A) 5"- AC AGGAUG AGGAUC GUUUCGC A -3' 

(B) 3'- UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5" 


0-22-0 


K3 


SQ155 
SQ15 6 


(A) 5 " -GAUGAGGAUCGUUUCGCAUGA- 3 ' 

(B) 3 ' -UCCUACUCCUAGCAAAGCGUA- 5 ' 


2-19-2 


K2 


SQ157 
SQ158 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCAUG -3" 

(B) 3"- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5" 


2-22-2 


S1A/ 
S4B 


SQ14 8 
SQ159 


(A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUUC -3" 

(B) 3"- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5" 


0-22-2 
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PKC 1/2 


SQ160 
SQ161 


(A) 5"- CUUCUCCGCCUCACACCGCUGCAA -3" 

(B) 3"- GAAGAGGCGGAGUGUGGCGACG -5' 


2-22-0 


S7/S12 


SQ150 


(A) 5"- CCACAUGAAG CAGCAC GACUU -3" 

(B) 3"- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAA -5' 


0-21-0 


S7/S11 


SQ150 
SQ163 


(A) 5"- CCACAUGAAG CAG CACGACUU -3" 

(B) 3"- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAA -5' 


0-21-2 


S13 


SQ164 
SQ165 


(A) 5'- CCACAUGAAG CAGCACGACU -3" 

(B) 3'- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGA -5" 


0-20-2 


S13/14 


SQ164 
SQ166 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACU -3" 

(B) 3'- GGUGUACUUCGUCGUGCUGA -5' 1 


0-20-0 


S4 


SQ167 
SQ159 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU -3" 

(B) 3'- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5" 


2-22-2 


K1A/ 
K2B 


SQ153 
SQ158 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA -3' 

(B) 3'- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5" 


0-22-2 


K1B/ 
K2A 


SQ154 
SQ157 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCG CAUG -3' 

(B) 3"- UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5' 


2-22-0 


SIB/ 
S4A 


SQ14 9 
SQ167 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU -3" 

(B) 3"- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5' 


2-22-0 



Tabelle 2 



IV. In vivo-Studie: 

5 

Es wurde ,,GFP-Labormausen w , die das Griin- f luoreszierende Pro- 
tein (GFP) in alien Proteinbiosynthese betreibenden Zellen 
exprimieren, doppelstrangige RNA (dsRNA) , die aus der GFP- 
Sequenz abgeleitet wurde, bzw. unspezif ische dsPJSTA intravenos 
10 in die Schwanzvene injiziert. Am Versuchsende wurden die Tie- 
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re getotet und die GFP-Expression in Gewebeschnitten und im 
Plasma analysiert. 

Versuchsprotokoll : 

Synthese der dsRNA: 

Mittels eines RNA- Synthesizers (Typ Expedite 8909 , Applied 
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und herkcmmlicher che- 
mischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen er- 
sichtlichen RNA-Einzelstrange und die zu ihnen komplementaren 
Einzelstrange synthetisiert . Anschlieftend erfolgte die Reini- 
gung der rohen Syntheseprodukte mit Hilfe der H?LC. Als Sau- 
len wurden NucleoPac PA-100, 9x250 mm der Fa. Dionex, verwen- 
det; als Miedersalz-Puf fer 20 mM Tris, 10 mM NaC10 4 , pH 6,8, 
10% Acetonitril und als Hochsalz-Puf f er 20 mM Tris, 400 mM 
NaCl0 4 , pH 6,8, 10% Acetonitril. Der Flu£ betrug 3 ml/Minute. 
Die Hybridisierung der Einzelstrange zum Doppelstrang erfolg- 
te durch Erhitzen des stochiometrischen Gemischs der Einzel- 
strange in 10 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 6,8, 100 mM NaCl, 
auf 80-90°C und nachf olgendes langsames Abkiihlen uber 6 Stun- 
den auf Raumtemperatur . 

Versuchstierhaltung und Versuchsdurchf uhrung: 
Es wurde der transgene Labormausstamm TgN (GFPU) ENagy (The 
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) verwendet, der GFP 
(mit einem beta-Aktin-Promotor und einem CMV intermediate 
early enhancer) in alien bisher untersuchten Zellen expri- 
miert (Hadj antonakis AK et al . , 1993, Mech. Dev. 76: 79-90; 
Hadjantonakis AK et al., 1998 Nature Genetics 19: 220-222). 
GFP-transgene Mause lassen sich eindeutig anhand der Fluores- 
zenz (mit einer UV-Handlampe) von den entsprechenden Wildty- 
pen (WT) unterscheiden. Fur die Zucht wurde jeweils der ent- 
sprechende WT mit einem heterozygotem GFP-Typ verpaart . 
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Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte gema£ den deutschen Tier- 
schutzbestimmungen. Die Tiere wurden unter kontrollierten Um- 
weltbedingungen in Gruppen von 3-5 Tieren in Typ III Makro- 
lon-Kafigen der Fa. Ehret, Emmendingen, bei einer konstanten 
Temperatur von 22 °C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12h 
gehalten. Ais Sagemehleinstreu wurde Weichholzgranulat 8/15 
der Fa. Altromin, Lage, verwendet . Die Tiere erhielten Lei- 
tungswasser und Standardf utter Altromin 1324 pelletiert (Al- 
tromin) ad libitum. 

Fur die Versuchsdurchfuhrung wurden die heterozygoten GFP- 
.Tiere zu je 3 Tieren gruppenweise in Kafigen wie oben be- 
schrieben gehalten. Die Injektionen der dsRNA-Losung erfolg- 
ten intravenos (i.v.) in die Schwanzvene im 12h-Turnus (zwi- 
schen 5 30 und 7 00 sowie zwischen 17 30 und 19 00 Uhr) iiber 5 Tage 
hinweg. Das Inj ektionsvolumen betrug 60 fil pro 10 g Korperge- 
wicht und die Dosis betrug 2,5 mg dsRNA bzw. 50 fig pro kg 
Korpergewicht. Die Einteilung in die Gruppen war wie f olgt : 

Gruppe A: ?3S (phosphate buffered saline) je 60 /il pro 



10 g Korpergewicht, 



Gruppe B: 



2,5 mg pro kg Korpergewicht einer unspezifi- 
schen Kontroll-dsRNA (Kl-Kontrolle mit glatten 
Enden und einem Doppelstrangbereich von 22 Nu- 
kleotidpaaren) , 



Gruppe C: 



2,5 mg pro kg Korpergewicht einer weiteren un- 
spezifischen Kontroll-dsRNA (K3-Kontrolle mit 
2nt-Uberhangen an beiden 3 '-Enden und einem 
Doppelstrangbereich von IS Nukleotidpaaren) , 



Gruppe D: 



2,5 mg pro kg Korpergewicht dsRNA (spezifisch 
gegen GFP gerichtet, im weiteren als SI be- 
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zeichnet, mat glatten Enden und einem Doppel- 
strangbereich von 22 Nukleotidpaaren) , 



5 



Gruppe E: 



2,5 mg dsRNA pro kg Korpergewicht (spezifisch 
gegen GFP gerichtet, im Weiteren als S7 be- 
zeichnet, mit 2nt-Uberhangen an den 3 '-Enden 
beider Strange und einem Doppelstrangbereich 
von 19 Nukleotidpaaren) 



10 



Gruppe F: 



50 jig Sl-dsRNA pro kg Korpergewicht (also 1/50 
der Dosis der Gruppe D) . 



Nach der letzten Injektion von insgesamt 10 Injekticnen wur- 
den die Tiere nach 14-20h getotet und Organe und Blut wie be- 
15 schrieben entnommen. 



Sofort nach dem Toten der Tiere durch C0 2 - Inhalation wurden 
Blut und verschiedene Organe entnommen (Thymus, Lunge, Herz, 

20 Milz, Magen, Darm, Pankreas, Gehirn, Niere und Leber) . Die 
Organe wurden kurz in kaltem, sterilem PBS gespult und mit 
einem sterilen Skalpell zerteilt. Ein Teil wurde fur imnumhi- 
stochemische Farbungen in Methyl Carnoys (MC, 60% Methanol, 
30% Chloroform, 10% Eisessig) fur 24h fixiert, ein Teil fur 

25 Gef rierschnitte und fur Proteinisolierungen sofort in flussi- 
gem Stickstoff schockgef roren und bei -80°C gelagert und ein 
weiterer, kleinerer Teil wurde fur RMA-Isolierungen in 
RNAeasy-Protect (Qiagen) bei -80°C eingefroren. Das Blut wur- 
de sofort nach der Entnahme 30 min auf Eis gehalten, gemixt, 

30 5 min bei 2000 rpm (Mini spin, Eppendorf) zentrif ugiert , der 
Uberstand abgenommen und bei -80°C gelagert (hier als Plasma 
bezeichnet) . 



Organentnahme : 



Prozessieren der Biopsien: 



WO 02/055693 



30 



PCT/EP02/00152 



Nach 24h Fixierung der Gewebe in MC wurden die Gewebestucke 
in einer auf steigenden Alkcholreihe bei RT (Raumtemperatur) 
dehydriert: je 40 min 70% Methanol; 80% Methanol, 2 x 96% 
Methanol und 3 x 100% Isopropanol. Danach wurden die Gewebe 
5 in 100% Isopropanol auf 60 °C im Brutschrank erwarmt, nachfol- 
gend fur Ih in einem Isopropanol/Paraf f in-Gemisch bei 60°C 
und 3 x fur 2h in Paraffin inkubiert und sodann in Paraffin 
eingebettet. Fur Immunperoxidase-Farbungen wurden mit einem 
Rotationsmikrotom (Leica) Gewebeschnitte von 3 /xm Schnittdik- 
10 ke angefertigt, auf Objekttrager (Superfrost, Vogel) aufgezo- 
gen und fur 30 min bei 60°C im Brutschrank inkubiert. 

Immunperoxidase-Farbung gegen GFP: 

Die Schnitte wurden 3x5 min in Xylol deparaf f iniert , in ei- 

15 ner absteigenden Alkoholreihe (3x3 min 100% Ethanol , 2x2 
min 95% Ethanol) rehydriert und danach 20 min in 3% 
H 2 0 2 /Methanol zum Blocken endogener Peroxidasen inkubiert. 
Alle Inkubationsschritte wurden im Folgenden in einer feuch- 
ten Kammer durchgef uhrt . Nach 3x3 min Waschen mit PBS wurde 

20 mit dem 1. Antikorper (goat anti-GFP, sc-5384, Santa Cruz 

Biotechnology) 1:500 in 1% BSA/PBS iiber Nacht bei 4°C inku- 
biert. Die Inkubation mit dem biotinyliertem Sekundarantikor- 
per (donkey ant i -goat; Santa Cruz Biotechnology; 1:2000 Ver- 
dunnung) erfolgte fur 30 min bei RT, danach wurde fur 30 min 

25 mit Avidin D Peroxidase (1 : 2000-Verdunnung , Vector Laborato- 
ries) inkubiert. Nach jeder Antikorper inkubation wurden die 
Schnitte 3x3 min in PBS gewaschen und Pufferreste mit Zell- 
stoff von den Schnitten entfernt. Alle Antikorper wurden in 
1% Rinderserumalbumin (BSA) /PBS verdunnt . Die Farbung mit 

3 0 3,3^-Diaminobenzidin (DAB) wurde mit dem DAB Substrat Kit 
(Vector Laboratories) nach Herstellerangaben durchgefuhrt . 
Als nukleare Gegenfarbung wurde Hematoxylin III nach Gill 
(Merck) verwendet. Nach der Dehydrierung in einer auf steigen- 
den Alkoholreihe und 3x5 min Xylol wurden die Schnitte mit 
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Entellan (Merck) eingedeckt. Die mikroskopische Auswertung 
der Farbung erfolgte mit dem 1X50 Mikroskop von Olympus, aus- 
gestattet mit einer CCD-Camera (Hamamatsu) . 

5 Proteinisolierung aus Gewebestucken: 

Zu den noch gefrorenen Gewebestucken wurden jeweils 800 /il 
Isolierungspuffer (50 mM HEPES , pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM 
EDTA; 2,5 mM EGTA; 10% Glycerol; 0,1% Tween; 1 mM DTT; 10 mM 
£-Glycerol-Phosphat; 1 mM NaF; 0 , 1 mM Na 3 V0 4 mit einer Pro- 

10 tease- Inhibitor-Tablette „ Complete" von Roche) zugegeben und 
2 x 30 Sekunden mit einem Ultraturrax (DIAX 900, Dispergier- 
werkzeug 6G, Heidolph) homogenisiert , dazwischen auf Eis ab- 
gekuhl~. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurde gemischt 
und fur 20 Minuten bei lO.OOOxg, 4°C, zentrifugiert (3K30, 

15 Sigma; . Der Uberstand wurde erneut 10 Minuten auf Eis inku- 
biert, gemischt und 20 Minuten bei 15 . OOOxg, 4°C, zentrifu- 
giert. Mit dem Uberstand wurde eine Proteinbestimmung nach 
Bradford, 1976, modifiziert nach Zor & Selinger, 1996, mit 
dem Roti-Nanoquant -System von Roth nach den Angaben des Her- 

20 stellers durchgef uhrt . Fur die Protein-Eichgerade wurde BSA 
(bovines Serumalbumin) in Konzentrationen von 10 bis 100 
^g/ml eingesetzt . 



SDS-Gelelektrophorese : 

25 Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in 

einer Mult igel -Long Elektrophoresekammer von Biometra mit ei- 
ner denaturierenden, diskontinuierlichen 15% SDS-PAGE (Po- 
lyacrylamid Gelelektrophorese) nach Lammli (Nature 277: 680- 
685, 1970) . Dazu wurde zunachst ein Trenngel mit 1,5 mm Dicke 

3 0 gegossen: 7,5 ml Acryl ami d/Bisacryl amid (30%, 0,9%), 3,8 ml 
1,5 M Tris/HCl, pH 8,4, 150 {il 10% SDS , 3,3 ml Aqua bidest . , 
250 fil Ammoniumpersulfat (10%), 9 jxl TSMED (N,N,N',N'~ 
Tetramethylendiamin) und bis zum Auspolymerisieren mit 0,1% 
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SDS uberschichtet . Danach wurde das Sammelgel gegossen: 0,83 
fil Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0 / 9%) / 630 fil 1 M Tris/HCl , pH 
6,8, 3,4 ml Aqua bidest . , 50 fil 10% SDS , 50 fil 10% Ammonium- 
persulfat, 5 fil TEMED. 

5 

Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die Proteine mit einer 
entsprechenden Menge an 4fach Probenpuffer (200 mM Tris, pH 
6,6, 4% SDS, 100 niM DTT (Dithiotreithol) , 0,02% Bromphenol- 
blau, 20% Glycerin) versetzt, fur 5 min im Heizblock bei 

10 100 C C denaturiert, nach dem Abkuhlen auf Eis kurz abzentrifu- 
giert und auf das Gel aufgetragen. Pro Bahn wurde die glei-* 
chen Plasma- bzw. Proteinmengen eingesetzt (je 3/il Plasma 
bzw. 2 5 /ig Gesamtprotein) . Die Elektrophorese erfolgte was- 
sergekuhlt bei RT und konstant 50 V. Als Langenstandard wurde 

15 der Proteingelmarker von Bio-Rad (Kaleidoscope Prestained 
Standard) verwendet . 

Western Blot und Immundetekt ion: 

Der Transfer der Proteine vom SDS -PAGE auf eine PVDF (Polyve- 
20 nyldif luorid) -Membran (Hybond-P, Amersham) erfolgte im semi- 
dry Verfahren nach Kyhse -Anderson (J. Biochem. Biophys. Me- 
thods 10: 203-210, 1984) bei RT und einer konstanten Strom- 
starke von 0,8 mA/cm 2 fur 1,5 h. Als Trans ferpuffer wurde ein 
Tris/Glycin-Puffer eingesetzt (39 mM Glycin, 46 mM Tris, 0,1 

2 5 % SDS und 20% Methanol) . Zum Uberprufen des elektrophoreti- 

schen Transfers wurden sowohl die Gele nach dem Blotten als 
auch die Blotmembranen nach der Immundetektion mit Coomassie 
gefarbt (0,1% Coomassie G250, 45% Methanol, 10% Eisessig) . 
Zum Absattigen unspezif ischer Bindungen wurde die Blotmembran 

3 0 nach dem Transfer in 1% Magermilchpulver/PBS fur lh bei RT 

inkubiert. Danach wurde je dreimal fur 3 min mit 0,1% Tween- 
20/PBS gewaschen. Alle nachf olgenden Antikorperinkubationen 
und Waschschritte erfolgten in 0,1% Tween-20/ PBS. Die Inku- 
bation mit dem Primarantikorper (goat anti-GFP, sc-5384, San- 
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ta Cruz Biotechnology) in einer Verdunnung von 1:1000 erfolg- 
te fur lh bei RT. Danach wurde 3x5 min gewaschen und fur lh 
bei RT mit dem Sekundarantikorper (donkey anti-goat IgG Ho- 
seradish Peroxidase gelabelt, Santa Cruz Biotechnology) in 
5 einer Verdunnung von 1 : 10.000 inkubiert . Die Detektion er- 
folgte mit dem ECL- System von Amersham nach den Angaben des 
Herstellers . 

In den Fig. 18 bis 20 ist die Inhibition der GFP -Expression 

10 nach intravenoser Injektion von spezifisch gegen GFP gerich- 
teter dsRNA mit Immunperoxidase-Farbungen gegen GFP an 3 fim 
Paraf f inschnitten dargestellt . Im Versuchsverlauf wurde gegen 
GFF gerichtete dsRNA mit einem doppelstrangigen Bereich von 
22 Nukleotid- (nt)paaren ohne Uberhange an den 3'-Enden (D) 

15 und die entsprechende unspezif ische Kontroll-dsRNA (B) sowie 
spezifisch gegen GFP gerichtete dsRNA mit einem 19 Nukleo- 
tidpaare umfassenden Doppelstrangbereich mit 2 nt -fiber hang en 
an den 3"-Enden (E) und die entsprechende unspezif ische Kon- 
trcll-dsRNA (C) im 12 Stunden-Turnus uber 5 Tage hinweg 

20 appliziert. (F) erhielt 1/50 der Dosis von Gruppe D. Als wei- 
tere Kontrolle wurden Tiere ohne dsRNA-Gabe (A) bzw. WT-Tiere 
untersucht. Die Fig. 18 zeigt die Inhibition der GFP- 
Expression in Nierenschnitten, Fig. 19 in Herz- und Fig. 20 
in Pankreasgewebe . In den Fig. 21 bis 23 sind Western Blot- 

25 Analysen der GFP -Expression in Plasma und Geweben darge- 

stellt. In der Fig. 21 ist die Inhibition der GFP -Express ion 
im Plasma, in Fig. 22 in der Niere und in Fig. 23 in Herz ge- 
zeigt. In Fig. 23 sind Gesamtproteinisolate aus verschiedenen 
Tieren aufgetragen. Es wurden jeweils gleiche Gesamtprotein- 

30 mengen pro Bahn aufgetragen. In den Tieren, denen unspezifi- 
sche Kontroll-dsRNA verabreicht wurde (Tiere der Gruppen B 
und C) , ist die GFP-Expression gegenuber Tieren, die keiner- 
lei dsRNA erhielten, nicht reduziert . Tiere, die spezifisch 
gegen GFP gerichtete dsRNA mit 2nt-Uberhangen an den 3'-Enden 
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beider Strange und einen 19 Nukleotidpaare umfassenden Dop- 
pelstrangbereich erhielten, zeigten eine signifikant inhi- 
bierte GFP-Expression in den untersuchten Geweben (Herz, Nie- 
re, Pankreas und Blut) , verglichen mit unbehandelten Tieren 
5 (Fig. 18 bis 23) . Bei den Tieren der Gruppen D und F, denen 
spezifisch gegen GFP gerichtete dsRNA mit glatten Enden und 
einem 22 Nukleotidpaare umfassenden Doppelstrangbereich 
appliziert wurde, zeigten nur jene Tiere, die die dsRNA in 
einer Dosis von 50 /ig/kg Korpergewicht pro Tag erhielten, ei- 
10 ne spezifische Inhibition der GFP-Expression, die allerdings 
weniger deutlich ausgepragt war als die der Tiere in Gruppe 
E. 

Die zusammenf assende Auswertung von GFP-Inhibition in den Ge- 
webeschnitten und im Western Blot ergibt, dass die Inhibition 
15 der GFP-Expression im Blut und in der Niere am starksten ist 
(Fig. 18, 21 und 22) . 

V. Hemmung der Genexpression des EGF-Rezeptors mit dsRNA 
als therapeutischer Ansatz bei Krebsformen mit EGFR- 

2 0 Uberexpression oder EGFR-induzierter Proliferation: 

Der Epidermal Growth Factor (=EGF) ) -Rezeptor ( =EGFR) gehort 
zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen, transmembrane]! Proteinen mit 
einer intrinsischen Tyrosinkinase-Aktivitat , die an der Kon- 
25 trolle einer Reihe von zellularen Prozessen wie Zellwachstum, 
Zelldif f erenzierungen, migratorischen Prozessen oder der 
Zellvitalitat beteiligt sind (Ubersicht in: Van der Geer et 
al. 1994) . Die Familie der EGFR besteht aus 4 Mitgliedern, 
EGFR (ErbBl) , HER2 (ErbB2) r HER3 (ErbB3) und HER4 (ErbB4) mit 

3 0 einer transmembranen Domane, einer cysteinreichen extrazellu- 

laren Domane und einer intrazellullaren katalytischen Domane. 
Die Sequenz des EGFR, einem 170 kDa Protein, ist seit 1984 
bekannt (Ullrich et al . , 1934). 
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Aktiviert wird der EGFR durch Peptid-Wachstumsf aktoren wie 
EGF, TGFoc (transforming growth factor) , Amphiregulin, Beta- 
cellulin, HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor) und 
Neureguline. Ligandenbindung induziert die Bildung von Homo- 
5 oder Heterodimeren mit nachf olgender Autophosphorylierung 

zytoplasmatischer Tyrosine (Ullrich & Schlessinger , 1990; Al- 
roy fc.Yarden, 1997) . Die phosphoryl ierten Aminosauren bilden 
die Bindungsstellen fur eine Vielzahl von Proteinen, die an 
den proximalen Schritten der Signalweiterleitung in einem 

10 komplexen Netzwerk beteiligt sind. Der EGFR ist an den ver- 

schiedensten Tumor erkrankung en beteiligt und Uamit ein geeig- 
netes Target fur therapeutische Ansatze (Huang & Harari , 
1999) . Die Mechanismen, die zu einer aberranten EGFR- 
Aktivierung fuhren, konnen auf Uberexpression, Amplif ikat ion, 

15 konstitutiver Aktivierung mutanter Rezeptor-Formen oder auto- 
krinen Loops beruhen (Voldborg et al . , 1997). Eine Uberex- 
pression des EGFR wurde fur eine Reihe von Tumoren beschrie- 
ben, wie z.B. Brustkrebs (Walker & Dearing, 1999), Nicht- 
Klein-Lungenkarzinom (Fontanini et al . , 1998), Pankreaskarzi- 

20 nonien, Kolonkarzinom (Salomon et al . , 1995) und Glicblastomen 
(Rieske et al . , 1998). Insbesondere fur maligne Glioblastome 
sind bisher keine effizienten und spezif ischen Therapeutika 
verf ligbar . 

25 Ausfuhrungsbeispiel : 

Zum Nachweis der Wirksamkeit der dsRNA bei der spezifischen 
Inhibition der EGFR-Genexpression wurden U-87 MG-Zellen (hu- 
mane Glioblastomzellen) , ECCAC (European collection cf animal 
3 0 cell culture) Nr. 8 9081402, verwendet , die mit spezif isch ge- 
gen den EGF-Rezeptor (Sequenzprotokoll SQ 51) gerichteten 
dsRNA transfiziert wurden. Nach ca. 72 Stunden Inkubation 
wurden die Zellen geerntet, Protein isoliert und im Western 
Blot Verfahren die EGFR -Express ion untersucht. 
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Ver3uchsprotokoll : 
dsRNA-Synthese: 

Mittels eines RNA- Synthesizers (Typ Expedite 8909, Applied 
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und herkommlicher che- 
mischer Verfahren wurden die aus den Sequenzprotokollen er- 
sichtlichen RNA- Einzelstrange und die zu ihnen komplementaren 
Einzelstrange synthetisiert . AnschlieSend erfolgte die Reini- 
gung der rohen Syntheseprodukte mit Hilfe der HPLC. Verwendet 
wurde die Saule NucleoPac PA-100, 9x250 mm, der Fa. Dionex; 
als Niedersalz-Puf fer 20 mM Tris, 10 mM NaC10 4/ pH 6,8, 10% 
Acetonitril und als Hochsalz-Puf f er 20 mM Tris, 400 mM 
NaCl0 4 , pH 6,8, 10% Acetonitril. Der FluB betrug 3 ml /Minute. 
Die Hybridisierung der Einzelstrange zum Doppelstrang erfolg- 
te durch Erhitzen des stochiometrischen Gemischs der Einzel- 
strange in 10 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 6,8, 100 mM NaCl, 
auf 80-90°C und nachf olgendes langsames Abkuhlen uber 6 Stun- 
den auf Raumtemperatur . 

Aussaat der Zellen: 

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in 
einer entsprechenden Werkbank (HS1S, Hera Safe, Kendro, 
Heraeus) durchgef uhrt . Die Kultivierung der U-87 MG-Zellen 
erfolgte im Brutschrank (CG 2 -Inkubator T20, Hera cell, 
Kendro, Heraeus) bei 37°C, 5% C0 2 und gesattigter Luftfeuch- 
tigkeit in DMEM (DulbecccPs modified eagle medium, Biochrom) 
mit 10% FCS (fetal calf serum, Biochrom) , 2 mM L-Glutamin 
(Biochrom) , 1 mM Natrium-Pyruvat (Biochrom) , IxNEAA (Non- 
essetial Aminoacids, Biochrom) und Penicillin/Streptomycin 
(100 IE/100 jig/ml, Biochrom) . Urn die Zellen in der exponenti- 
ellen Wachstumsphase zu halten, wurden die Zellen alle 3 Tage 
passagiert. 24 Stunden vor der Applikation der dsRHA mittels 
Transfektion wurden die Zellen trypsiniert (lOx Trypsin/EDTA, 
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Biochrom, Deutschland) und mit einer Zelldichte von 5 x 10 
Zellen/Vertiefung in einer 6-Well-Platte (6-Well Schalen, La- 
bor Schubert & Weiss GmbH) in 1,5 ml Wachstumsmedium ausge- 
sat . 

5 

Applika-ion der dsRNA in kultivierte U-87 MG-Zellen: 
Die Applikation der dsRNA erfolgte mittels Transfektion mit 
dem OligofectAMINE™ Reagent (Life Technologies) gemaS den An- 
gaben des Herstellers. Das Gesamt-Transf ektionsvolumen betrug 

10 1 ml. Zuerst wurde die dsRNA in serumfreiem Medium verdunnt: 
Dazu wurden pro Well 0,5 fil einer 20 /xM Stammlosung spezi- 
fisch gegen EGFR gerichteten dsRNA und 9; 5 /il einer 20 fiM 
Stammlosung unspezif ischer dsRNA (K1A/K2B) mit 175 fil serum- 
freiem Medium verdunnt (200 nM dsRNA im Transf ekt ionsansat z 

15 bzw. 10 nM spezifische EGFR-dsRNA) . Das OligofectAMINE™ Rea- 
gent wurde ebenfalls in serumfreien Medium verdunnt: pro Well 
3 /il mit 12 /il Medium und danach 10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurde das verdunnte OligofectAIVIINE™ Reagent: 
zu den in Medium verdiinnten dsRNAs gegeben, gemischt und fur 

2 0 weitere 2 0 min bei RT inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde 
ein Mediumwechsel durchgef uhrt . Die Zelien wurden dazu 1 x 
mit 1 ml serumfreiem Medium gewaschen und mit 80 0 fil serum- 
freiem Medium bis zur Zugabe von dsRNA/ OligofectAMINE™ Reagent 
weiter im Brutschrarik inkubiert. Nach der Zugabe von 200 /il 

2 5 dsRNA/ OligofectAMINE™ Reagent pro Well wurden die Zellen bis 
zur Proteinisolierung weiter im Brutschrank inkubiert. 

Proteinisolierung : 

Ca. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geern- 
30 tet und eine Proteinisolierung durchgef uhrt . Dazu wurde das 
Medium abgenommen und das Zellmonolayer 1 x mit PBS gewa- 
schen. Nach Zugabe von 200 /il Proteinisolierungspuf f er (Ix 
Protease-Inhibitor „Complete", Roche, 50 mM HEPES , pH 7,5, 
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150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM EGTA, 10% Glyzerin, 0,1% 
Tween-20, 1 mM DTT, 10 mM |i-Glycerinphosphat , 1 mM NaF, 0,1 
mM Na 3 V0 4 ) wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers ab- 
gelost, 10 min auf Eis inkubiert, in ein Eppendorf- 
5 Reaktionsgefafc uberfiihrt und bei -80 °C fur mindestens 30 min 
gelagert. Nach dem Auftauen wurde das Lysat fur 10 sec mit 
einem Dispergierer (DIAX 900, Dispergierwerkzeug 6G, Hei- 
dolph- Instruments GmbH & Co KG, Schwabach) auf Stufe 3 homo- 
genisiert, fur 10 min auf Eis inkubiert und fur 15 min bei 

10 14-OOOxg, 4°C (3K30, Sigma) zentrif ugiert . Mit dem Uberstand 
wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford mit dem Roti®- 
Nanoquant- System von Roth (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) nach 
Angeben des Herstellers durchgef uhrt . Dazu wurden je 200 jil 
Proteinlosung in geeigneter Verdunnung mit 800 ^1 lx Arbeits- 

15 losung gemischt und die Extinktion in Halbmikrokuvetten bei 
450 und 590 nm gegen Aqua dest. in einem Beckman- 
Spektralphotometer (DU 250) gemessen. Fur die Eichgerade wur- 
den entsprechende BSA-Verdunnungen verwendet (perliertes BSA, 
Sigma) . 

20 

SDS - Gel elektrophorese : 

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in 
einer Multigel -Long Elektrophoresekammer von Biometra mit ei- 
ner denaturierenden, diskontinuierlichen 7,5% SDS-PAGE (Po- 

25 lyacrylamid Gelelektrophorese) nach Lammli (Nature 277: 68 0- 
685, 19970) . Dazu wurde zunachst ein Trenngel mit 1,5 mm Dik- 
ke gegossen: 3,75 ml Acrylamid/Bisaacrylamid (30%, 0,9%), 3,8 
ml 1 M Tris/HCl, pH 8,4, 150 fil 10% SDS, 7,15 ml Aqua bi- 
dest., 150 fil Ammoniumpersulfat (10%), 9 fil TEMED (N,N,N',KT- 

30 Tetramethylendiamin) und bis zum Auspolymerisieren mit 0,1% 
SDS uberschichtet . Danach wurde das Sammelgel gegossen; 0,83 
ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,9%), 630 fil 1 M Tris/HCl, pH 
6,8, 3,4 ml Aqua bidest . , 50 fil 10% SDS, 50 fil 10% Ammonium- 
persulfat, 5 fil TEMED. 
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Fur den Auftrag auf das Gel wurden die Proteinproben 1:3 mit 
4x Probenpuffer (200 mM Tris, pH 6,8, 4% SDS, 100 mM DTT 
(Dithiotreithol) , 0,02% Bromphenolblau, 20% Glycerin) ver- 
5 setzt, fur 5 min bei 100°C denaturiert, nach dem Abkuhlen auf 
Eis kurz abzentrif ugiert und auf das Gel aufgetragen. Pro 
Bahn wurden 35 /ig Gesamtprotein auf getragen. Der Gelauf er- 
folgte wassergekuhlt bei RT und konstant 50 V. Als Langen- 
standard wurde der Kaleidoskop-Proteingelmarker (BioRad) ) 
10 verwendet. 

Western Blot und Immundetekbion: 

Der Transfer der Proteine vom SDS-PAGE auf eine PVDF (Polyve- 
nyldif luorid) -Membran (Hybond-?, Amersham) erfolgte im semi- 

15 dry Verfahren nach Kyhse -Anderson (J. Biochem. Biophys. Me- 
thods 10: 203-210, 1984) bei RT und einer konstanten Strom- 
starke von 0,5 mA/cm 2 fur 1,5 h. Als Trans ferpuffer wurden 
verwendet: Kathodenpuf f er (30 mM Tris, 40 mM Glycin, 10% 
Methanol, 0,01% SDS ; pH 9,4), Anodenpuffer I (300 mM Tris, pH 

20 10,4, 10% Methanol) und Anodenpuffer II (30 mM Tris, pH 10,4, 
10% Methanol) . Vor dem Zusammenset zen des Blotstapels mit 3 MM 
Whatman- Papier (Schleicher & Schull) wurden das Gel in Katho- 
denpuf fer und die PVDF-Membran (zuvor 3 0 sec in 100% Metha- 
nol) in Anodenpuffer II inkubiert (5 min) : 2 Lagen 3MM- Papier 

25 (Anodenpuffer I), 1 Lage 3MM-Papier (Anodenpuffer II), PVDF- 
Membran, Gel, 3 Lagen 3MM-Papier (Kathodenpuf fer) . Zum Uber- 
prufen des elektrophoretischen Transfers wurden sowohl die 
Gele nach dem Blotten als auch die Blotmembranen nach der Im- 
mundetektion mit Coomassie gefarbt (0,1% Coomassie G250, 45% 

30 Methanol, 10% Eisessig) . 

Die Blotmembran wurde nach dem Transfer in 1% Magermilchpul- 
ver/PBS/0,1% Tween-20 fur lh bei RT inkubiert. Danach wurde 
dreimal fur 3 min mit 0,1% Tween-20/PBS gewaschen. Alle nach- 
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folgenden Antikoperinkubationen und Waschschritte erfolgten 
in 0,1% Tween-20/ PBS . Die Inkubation mit dem Primarantikor- 
per (human EGFR extracellular domain, specific goat IgG, Cat- 
Nr. AF231, R&D Systems) erfolgte auf einem Schuttler fur 2h 
bei RT in einer Konzentration von 1,5 /-tg/ml. Danach wurde 3 x 
5 min gewaschen und fur lh bei RT mit dem Sekundarantikorper 
(donkey anti-goat IgG Horseradish Peroxidase gelabelt, Santa 
Cruz Biotechnology) inkubiert (1:10.000 verdunnt) . Nach dem 
Waschen (3 x 3min in PBS/0,1% Tween-20) erfolgte sofort die 
Detektion mittels ECL-Reaktion (enhanced chemiluminescence) : 
Zu 18 ml Aqua dest. wurden 200 jil Losung A (250 mM Luminol , 
Roth, gelost in DMSO) , 89 /il Losung B (90 wM p-Coumarsaure , 
Sigma, gelost in DMSO) und 2 ml 30% H 2 0 2 -L6sung pipettiert. 
Je nach MembrangroEe wurden 4-6 ml direkt auf die Membran pi- 
pettiert, 1 min bei RT inkubiert und danach sofort ein Ront- 
genfilm (Biomax MS, Kodak) aufgelegt. 



Die hier verwendeten Sequenzen sind in der nachstehenden Ta- 
belle 3 sowie in den Sequenzprotokollen SQ153, 157, 158, 168- 
173 wiedergegeben. 



ES-7 


SQ168 
SQ169 


(A) 5"- AACACCGCAGCAUGUCAAGAU -3' 

(B) 3"- UUUUGUGGCGUCGUACAGUUC -5' 


2-19-2 


ES-8 


SQ170 
SQ171 


(A) 5'- AAGUUAAAAUUCCCGUCGCUAU -3' 

(B) 3 CAAUUUUAAGGGC A GCG AUAGU -5" 


2 5 -19-2 5 


ES2A/ 
ES5B 


SQ172 
SQ173 


(A) 5'- AGUGUGAUCCAAGCUGUCCCAA -3" 

(B) 3"- UUUCACACUAGGUUCGACAGGGUU -5' 


0-22-2 


K2 


SQ157 
SQ158 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUC GUUUCG C AUG -3' 

(B) 3'- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5' 


2-22-2 
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K1A/ 


SQ153 


(A) 


5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA -2" 


0-22-2 


K2B 


SQ158 


(B) 


3"- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5" 





Tabelle 3 

Inhibition der EGFR - Expr e s s i on in U-87 MG Glioblasbom-Zellen : 
5 24 Stunden nach dem Aussaen der Zellen wurden diese mit 10 nM 
dsRNA v;ie angegeben ( 01 igofect amine) transf iziert . Nach 72 
Stunden wurden die Zellen geerntet und Protein isoliert . Die 
Auftrennung der Proteine erfolgte im 7,5% SDS-PAGE. Pro Bahn 
wurden je 35 fig Gesamtprotein auf getragen . In Fig. 24 ist die 

10 entsprechende Western Blot -Analyse gezeigt, aus der hervor- 

geht, dass sich mit der spezifisch gegen das EGFR -Gen gerich- 
teten dsRNA mit einem 2nt-Uberhang am 3'-Ende des Antisinn- 
Strangs die EGFR- Expression nach Transfektion in U-87 MG- 
Zellen signifikant gegeniiber den entsprechenden Kontrollen 

15 inhibiersn lasst. Diese Inhibition der Expression eines endo- 
genen Gens durch spezifische dsRNA bestatigt somit die in 
Aus fiihrungsbei spiel II angefuhrten Ergebnisse zur Inhibition 
der Expression eines nach transienter Transfektion in die 
Zelle eingebrachten artif iziellen Gens. Die durch ES-7 bzw. 

20 ES-8 vermittelte Inhibition der EGFR -Express ion ist deutlich 
geringer. Die in Fig. 24 verwendeten dsRNAs sind Tabelle 3 zu 
entnehmen. 

2 5 VI. Hemmung der Expression des Multidrug resistance Gens 

1 (MDR1) : 

Versuchsprotokoll : 

Der in vitro Nachweis fur das Blockieren der MDR1- Expression 

3 0 wurde in der Kolonkarzinom-Zellinie LS174T (ATCC - American 

Type Culture Collection; Tom et al . , 1976) durchgef uhrt . Von 
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dieser Zellinie ist bekannt, da£ die Expression von MDR1 
durch Zugabe von Rifampicin zum Kulturmedium induzierbar ist 
(Geick et al . , 2001). Trans fektionen wurden mit verschiedenen 
kauf lichen Transf ektions-Kits (Lipof ectamine, Oligof ect amine , 
5 beide Invitrogen; TransMessenger , Qiagen) durchgefuhrt , wobei 
der TransMessenger Transf ektions-Kit sich als fur diese Zel- 
linie am geeignetsten herausstellte . 

Zur Durchfuhrung der RNA-Interf erenz-Experimente wurden 4 
10 kurze doppelstrangige Ribonukleinsauren R1-R4 eingesetzt, de- 
ren Sequenzen in Tabelle 4) gezeigt sind. Die Ribonukleinsau- 
ren sind mit Abschnitten der kodierenden Sequenz von MDR1 
(Sequenzprotokoll SQ 30)homolog. Die Sequenzen Rl - R3 beste- 
hen aus einem 22-mer Sinn- und einem 24-mer Ant is inn- St rang, 
15 wobei der entstehende Doppelstrang am 3'-Snde des Antisinn- 
Stranges einen 2-Nukleotid-Uberhang aufweist (0-22-2) . Die 
Sequenz R4 entspricht Rl, jedoch besteht sie aus einem 19-mer 
Doppelstrang mit je 2 -Nukleotid-Uberhangen an jedem 3'-Ende 
(2-19-2) . 



Name 


Sequenz- 
proto- 
koll -Nr. 


Sequenz 


Position in 






Daten- 
bank-# 
AF016535 


Seq 
Rl 


SQ141 
SQ142 


5' - CCA UCU CGA AAA GAA GUU AAG A-3' 
3 ' -UG GGU AGA GCU UUU CUU CAA UUC U-5' 


1320-1342 
1335-1318 


Seq 
R2 


SQ143 
SQ152 


5'- UAU AGG UUC CAG GCU UGC UGU A-3' 
3'-CG AUA UCC AAG GUC CGA ACG ACA U-5' 


2599-2621 
2621-2597 


Seq 
R3 


SQ144 
SQ145 


5'- CCA GAG AAG GCC GCA CCU GCA U-3' 
3'-UC GGU CUC UUC CGG CGU GGA CGU A- 5 ' 


377B-3799 
3799-3776 


Seq 
R4 


SQ146 
SQ147 


5' - CCA UCU CGA AAA GAA GUU AAG- 3 ' 
3'-UG GGU AGA GCU UUU CUU CAA U -5' 


1320-1341 
1339-1318 
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Position in 
Daten- 
bank-# 
AF402779 


K1A/ 
K2B 


SQ153 
SQ158 


5' - ACA GGA UGA GGA UCG UUU CGC A-3 ; 
3' -UC UGU CCU ACU CCU AGC AAA GCG U-5' 


2829-2808 
2808-2831 



Tabelle 4 



Die in Tabelle 4 gezeigten Sequenzen sind nochmals im Se- 
5 quenzprotokoll als Sequenzen SQ141-147, 152, 153, 158 wieder- 
gegeben. Die dsRNAs wurden in einer Konzentration von 175 nM 
jeweils als doppelte Ansatze in die Zellen transf iziert , wel- 
che am Tag zuvor in 12-Loch-Platten a 3,8 x 10 s Zel- 
len /Vert iefung ausgesat wurden. Dazu wurden pro Transf ekti- 

10 onsansatz 93,3 fil EC-R-Puffer (TransMessenger Kit, Qiagen, 

Hilden) mit 3,2 fil Enhancer-R vermengt und danach 3,5 ixl der 
jeweiligen 20 /xM dsRNA zugegeben, gut gemischt und 5 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von jeweils 6 /il 
TransMessenger Transf ect ion Reagent wurden die Transf ekti- 

15 onsansatze 10 Sekunden kraftig gemischt und 10 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert . In der Zwischenzeit wurde das Medi- 
um von den Zellen abgesaugt, einmal mit PBS (Phosphate buffe- 
red saline) gewaschen und 200 ptl frisches Medium ohne FCS 
pro Vert iefung auf die Zellen gegeben. Nach Ablauf der 10- 

20 minutigen Inkubationszeit wurden je 100 /xl FCS-freies Medium 
zu den Transf ektionsansatzen pipettiert, gemischt, und die 
Mischung tropfenweise zu den Zellen pipettiert (die dsRNA- 
Konzentration von 175 fxM bzieht sich auf 400 fil Medium Ge- 
samtvolumen) . Die dsRNA/Trans-Messenger-Komplexe wurden 4 

25 Stunden bei 37°C mit den Zellen in FCS-freiem Medium inku- 
biert. Danach wurde ein Mediumwechsel durchgef uhrt , wobei das 
frische Medium 10 /zM Rifampicin und 10% FCS enthielt. Als 
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Kontrolle wurde eine unspezif ische dsRNA-Sequenz , die keiner- 
lei Homologie mat der MDRl-Gensequenz auf weist , eingesetzt (K) 
und eine MOCK-Transf ektion durchgef uhrt , die alle Reagenzien 
aufier dsRNA enthielt. 

5 

Die Zellen wurden nach 24, 48 und 72 Stunden geerntet und die 
Gesamt-RNA mit dem RNeasy- Mini -Kit von Qiagen extrahiert . 10 
fig Gesamt-RNA jeder Probe wurden auf einem l%igen Agarose - 
Formaldehyd-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Ny- 
10 lon-Membran geblottet und mit 5'-a 32 P-dCTP random-markierten, 
spezifischen Sonden zuerst gegert MDR1 und nach dem Strippen 
des Blots gegen GAPDH als interne Kontrolle hybridisiert und 
auf Rontgenf ilmen exponiert. 

15 Die Rontgenf ilme wurden digitalisiert (Image Master, VDS 
Pharmacia) und mit der Image-Quant-Software quantif iziert . 
Dabei wurde ein Abgleich der MDR1 - spezifischen Banden mit den 
entsprechenden GAPDH-Banden durchgef uhrt . 

2 0 Ergebnisse : 

Die Fig. 25 und 26 zeigen Northern-Blots (Fig. 25a, 26a) mit 
quantitativer Auswertung der MDR1 -spezifischen Banden nach 
Abgleich mit den entsprechenden GAPDH-Werten (Fig. 25b, 26b) . 
Es konnte eine Reduktion der MDRl-mRNA urn bis zu 55 % im Ver- 

25 gleich zur MOCK-Transf ektion und urn bis zu 45 % im Vergleich 
zur unspezif ischen Kontroll -Transf ektion beobachtet werden. 
Nach 48 h ist eine signifikante Reduktion des MDRl-mRNA- 
Niveaus mit den als Rl, R2 , R3 (Tabelle 4) bezeichneten 
dsRNA-Konstrukten erreicht worden. Mit den R4 -dsRNA- 

30 Konstrukten wurde nach 48 h keine signifikante Reduktion ge- 
genuber den Kontrollen beobachtet (Fig. 26a und 26b) . 
Nach 74 h war eine deutlich starkere Reduktion des MDRl-mRNA- 
Levels mit Rl, R2 und R3 gegeniiber den Kontrollen im Ver- 
gleich zu den 48 h-Werten zu beobachten (Fig. 25a und 25b) . 
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Mit R4 konnte konnte zu diesem Zeitpunkt ebenfalls eine sigi- 
nifikante Verringerung des MDR1 -mRNA-Niveaus erzielt werden. 
Somit reduzieren die Konstrukte mit einem 2nt-Uberhang am 3~- 
Ende des Antisinnstrangs und einem doppelstrangigen Bereich 
5 aus 22 Nukleotidpaaren, relativ unabhangig von dem jeweiligen 
zum MDRl-Gen homologen Sequenzbereich (nach 48 h; Fig. 26b) 
das MDR1 -mRNA- Level effizienter als die Konstrukte mit mit 
2nt-Uberhangen an den 3"-Enden beider Strange (Antisinn- und 
Sinnstrang) und einem Doppelstrangbereich von 19 Nukleo- 
10 tidpaaren. Die Ergebnisse bekraftigen damit die in Ausfuh- 
rungsbeispiel IV beschriebene Inhibition der EGFR- 
Genexpression durch spezifische dsRNAs nach Transfektion in 
U-87 MG- Zellen. 

15 Die Transf ektionsef fizienz wurde in einem getrennten Experi- 
ment mit Hilfe eines Texas - Red- markier ten DNA-Oligonukleotids 
( TexRed - A ( GATC ) 5 T ; ebenfalls 175 nM transf i ziert) ermittelt 
(Fig. 27a, 2 7b; 4 0 Of ache VergroEerung, 4 3h nach Transfekti- 
on) . Sie betrug etwa 50% auf der Grundlage der rot fluores- 

20 zierenden Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl . Berucksich- 
tigt man die Transf ektionsrate der Zellen von etwa 50%, so 
legt die beobachtete Verringerung des MDR1- mRNA-Niveaus urn 
ca. 45-55% liegt (verglichen mit den Kontrollen) , den Schluss 
nahe, dass in alien Zellen, die mit spezifischer dsRNA er- 

25 folgreich transfiziert werden konnten, die MDRl-mRNA nahezu 
voilstandig und spezifisch abgebaut wurde. 



WO 02/055693 



46 



PCT/EP02/1MM52 



Literatur : 

Alroy I & Yarden Y (1997) : The Erb signalling network in em- 
bryogenesis and oncogenesis: signal deversif ication through 
5 combinatorial ligand-receptor interactions. FEBS Letters 410: 
83-86. 

Bass,B.L., 2000. Double-stranded RNA as a template for gene 
silencing. Cell 101, 235-238. 

10 

3osher,J.M. and Labouesse,M. , 2000. RNA interference: genetic 
wand and genetic watchdog. Nature Cell Biology 2, E31-E36. 

Bradford MM (1976) : Rapid and sensitive method for the quan- 
15 titation of microgram quantities of protein utilizing the 
principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72: 248-254. 

Caplen,N.J., Fleenor / J. / Fire, A., and Morgan , R . A . , 2000. 
dsRNA-rr.ediated gene silencing in cultured Drosophila cells: a 
2 0 tissue culture model for the analysis of RNA interference. 
Gene 252, 95-105. 

Clemens, J. C. , Worby,C.A., Simonson-Lef f , N . , Muda,M., Mae- 
hama,T., Hemmings , B . A . , and Dixon, J . E . , 2000. Use of double- 

2 5 stranded RNA interference in Drosophila cell lines to dissect 

signal transduction pathways. Proc. Nat 1 . Acad. Sci .USA 97, 
6499-6503 . 

Cobleigh MA, Vogel CL, Tripathy D, Robert NJ, Scholl S, Fe- 

3 0 hrenbacher L, Wolter JM, Paton V, Shak S, Liebermann G & 

Slamon DJ (1999) : Multinational study of the efficacy and 
safety of humanized anti-HER2 monoclonal antibody in women 
who have HER2 -overexpressing metastatic breast cancer that 



WO 02/055693 



47 



PCT/EP02/00152 



has progressed after chemotherapy for metastatic disease. 
Journal of Clinical Oncology 17:. 2639-2648. 

Ding,S.W., 2000. RNA silencing. Curr. Opin. Biotechnol. 11, 
5 152-156. 

Fire, A., Xu,S., Montgomery , M. K. , Kostas,S.A., Driver, S.E., 
and Mello,C.C, 1998. Potent and specific genetic interfer- 
ence by double -stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature 
10 391, 806-811. 

Fire, A., 1999. RNA- triggered gene silencing. Trends Genet. 
15, 358-363. 

15 Freier,S.M., Kierzek,R., Jaeger, J. A., Sugimoto.N. , Caruth- 
ers,M.H., Neilson f T., and Turner , D . H . , 1986. Improved free- 
energy parameters for prediction of RNA duplex stability. 
Proc. Natl. Acad. Sci . USA 83, 9373-9377 . 

20 Geick, A., Eichelbaum, M., Burk, O. (2001). Nuclear receptor 
response elements mediate induction of intestinal MDR1 by ri- 
fampin. J. Biol. Chem. 276 (18), 14581-14587. 

Pontanini G, De Laurentiis M, Vignati S, Chine S, Lucchi M, 
25 Silvestri V, Mussi A, De Placido S, Tortora G, Bianco AR, 

Gullick W, Angeletti CA, Bevilaqua G & Ciardiello F (1998) : 
Evaluation of epidermal growth factor-related growth factors 
and receptors and of neoangiogenesis in completely resected 
stage I-IIIA non-small-cell lung cancer: amphiregulin and mi- 
30 crcvessel count are independent prognostic factors of sur- 
vival. Clinical Cancer Research 4: 241-249. 



WO 02/055693 



48 



PCT/EPO 2/00152 



Hammond, S .M. , Bernstein, E . , Beach, D . , and Hannon , G . J . , 2000. 
An RNA-directed nuclease mediates post -transcriptional gene 
silencing in Drosophila cells. Nature 404, 293-2 96, 

5 Higgins, C.F. (1995). The ABC of channel regulation. Cell, 
82, 693-696. 

Hadj antonakis AK, Gertsenstein M, Ikawa M, Okabe M & Nagy A 
(1993) : Generating green fluorescent mice by cermline trans - 
10 mission of green fluorescent ES cells. Mech. Dev. 76: 79-90. 

Hadj antonakis AK r Gertsenstein M, Ikawa M, Okabe M & Nagy A 
(1998) : Non-invasive sexing of preimplantation mammalian em- 
bryos. Nature Genetics 19: 220-222. 

15 

Kyhse -Anderson J (1984) : Electroblotting of multiple gels: A 
simple apparatus without buffer tank for rapid transfer of 
proteins from polyacryl amide to nitrocellulose. J. Biochem. 
Biophys. Methods 10: 2 03-210. 

20 

Lammli UK (1970) : Cleavage of structural proteins during the 
assembly of the head of bacteriophage T4 . Nature 277: 680- 
685 . 

25 Loo, T.W., and Clarke, D.M. (1999) Biochem. Cell Biol. 11, 
11-23 . 

Huang SM & Harari PM (1999) : Epidermal growth factor receptor 
inhibition in cancer therapy: biology, rationale and prelimi- 
30 nary clinical results. Investigational New Drugs 17: 259-269. 

Limmer,S., Hofmann , H . - P . , Ott,G., and Sprinzl,M., 1993. The 
3' -terminal end (NCCA) of tRNA determines the structure and 



WO 02/055693 



49 



PCT/EP02/00152 



stability of the aminoacyl acceptor stem. Proc . Natl. Acad. 
Sci. USA 90 , 6199-6202. 

Montgomery, M . K , and Fire, A. , 1998. Double-stranded RNA as a 
5 mediator in sequence-specific genetic silencing and co- 
suppression. Trends Genet. 14, 255-258. 

Montgomery, M . K . , Xu,S., and Fire, A. , 1998. RNA as a target of 
double- stranded RNA-mediated genetic interference in Caeno- 
10 rhaJbditis elegans. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 15502- 
15507. 

Rieske P, Kordek R, Bartkowiak J, Debiec-Rychter M, Eienhat W 
St Liberski P? (1998) : A comparative study of epidermal growth 
15 factor (EGFR) and mdm2 gene amplification and protein immu- . 
noreactivity in human glioblastomas. Polish Journal of Pa- 
thology 49: 145-149. 

Robert, J. (1999) . Multidrug resistance in oncology: diagno- 
20 stic and therapeutic approaches. Europ J Clin Invest 29, 536- 
545 . 

Stavrovskaya , A. A. (2000) Biochemistry (Moscow) 65 (1), 95- 
106 . 

25 

Salomon DS, Brandt R, Ciardiello F & Normanno N (1995) : Epi- 
dermal growth factor related peptides and their receptors in 
human malignancies; Critical Reviews in Oncology and Haema- 
tology 19: 183-232. 

30 

Tom, B.H., Rutzky, L.P., Jakstys, M.M., Oyasu, R., Kaye, 
C.I., Kahan, B.D. (1976;, In vitro, 12, 180-191. 



WO 02/055693 



50 



PCT/EPO 2/00 152 



Tsuruo, T . , Iida, H. f Tsukagoshi, S., Sakurai, Y. (1981). 
Overcoming of vincristine resistance in P38 8 leukemia in vivo 
and in vitro through enhanced cytotoxicity of vincristine and 
vinblastine by verapamil. Cancer Res, 41, 1967-72. 

5 

Ui-Tei,K., Zenno,S., Miyata,Y. , and Saigo, K. , 2000. Sensitive 
assay of RNA interference in Drosophila and Chinese hamster 
cultured cells using firefly lucif erase gene as target. FEBS 
Lett. 479, 79-82. 

10 

Ullrich A, Coussens L, Hayflick JS, Dull TJ, Gray A, Tarn AW, 
Lee J, Yarden Y, Liebermann TA, Schlessinger J et al. (1934) : 
Human epidermal growth factor receptor cDNA sequences and ab- 
errant expression of the amplified gene in A431 epidermoid 
15 carcinoma cells. Nature 309: 418-425. 

Ullrich A Sc Schlessinger J (1990) : Signal transduction by re- 
ceptors with tyrosine kinase activity. Cell 61: 203-212. 

20 Van der Geer P, Hunter T & Linberg RA (1994) : Receptor pro- 

tein-tyrosine kinases and their signal transduction pathways . 
Annual review in Cell Biology 10: 251-337. 

Voldborg BR, Damstrup L, Spang -Thopmsen M & Poulsen HS 
25 (1997) : Epidermal growth factor Receptor (EGFR) and EGFR mu- 
tations, function and possible role in clinical trials. Annu- 
als of Oncology 8: 1197-1206. 

Walker RA & Dearing SJ (1999) : Expression of epidermal growth 
3 0 factor receptor mRNA and protein in primary breast carcino- 
mas. Breast Cancer Research Treatment 53: 167-176. 



WO 02/055693 



51 



PCT/EP02/0O152 



Zamore , P . D . , Tuschl,T., Sharp, P. A. # and Bartel , D . P . , 2000. 
RNAi: double-stranded RNA directs the ATP -dependent cleavage 
of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101 , 25-33. 

Zor T & Selinger Z (1996) : Linearization of the Bradford pro 
tein assay increases its sensitivity: theoretical and experi 
mental studies. Anal. Biochem. 236: 302-303. 



WO 02/055693 



52 



PCT/EP02/0OI52 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens in ei- 
ner Zelle umfassend die folgenden Schritte: 

5 

Einfuhren mindestens einer doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens 
ausreichenden Menge, 

10 wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
komplementar zum Zielgen ist, 

15 

und wobei die dsRNA zumindest an einem Ende (El, E2) der 
dsRNA I einen aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang 
auf weist . 

2 0 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die dsRNA I den Uberhang 
am 3' -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 ' -Ende des 
anderen Strangs (ssl) auf weist . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die dsRNA I an ei- 
2 5 nem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist . 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das glatt e Ende (El, E2) 
das 5' -Ende des einen Strangs (asl) enthalt. 

30 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Uberhang aus 1 bis 4 Nukleotiden, vorzugsweise 1 oder 2 
Nukleotiden, gebildet ist. 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zumindest eine entsprechend der dsRNA I nach einem der vor- 
hergehenden Anspruche ausgebildete weitere doppelstrangige 
Ribonukleinesaure (dsRNA II) in die Zelle eingefuhrt wird, 

5 wobei der eine Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des 
einen Strangs (asl) der dsRNA I komplementar zu einem ersten 
Bereich (Bl) des Zielgens ist, und wobei ein weiterer Strang 
(as2) oder zumindest ein Abschnitt des weiteren Strangs (as2) 
der dsRNA II komplementar zu einem zweiten Bereich (B2) des 
10 Zielgens ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 
25, vorzugsweis 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleo- 

15 tidpaaren aufweist/en. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise 
uberlappen oder aneinander grenzen. 

20 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beab- 
standet sind. 

25 10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
3 0 Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions-Molekulen und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an meta- 
stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
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ne von Proteinasen sowie Apoptose- und Zellzyklus- 
regulierenden Molekulen. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
5 das Zielgen das MDRl-Gens ist. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
als dsRNA I/II eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus 
zwei jeweils zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnse- 

10 quenzen (ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen 
SQ141 - 173 verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Expression nach dem Prinzip der RNA-Interf erenz gehemmt 

15 wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen in pathogenen Organismen, vcrzugsweise in Plasmo- 
dien, exprimiert wird. 

20 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Virus ein humanpa- 
25 thogenes Virus oder Viroid ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

30 19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
ungepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substitu- 
iert sind. 
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20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zumindest ein Ende (El, E2) der dsRNA I/II modifiziert wird, 
urn einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die 
Einzel strange entgegenzuwirken . 

5 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Artspruche, wobei 
der durch die komplementaren Nukleot idpaare bewirkte Zusam- 
menhalt der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine 
chemische Verknupfung erhoht wird. 

10 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof f bruckenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswech- 

15 selwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet 
wird. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, 

20 E2) gebildet ist. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 

25 zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy- 1 , 3 -propandiol ) - und/oder 
Oligcethylenglycol-Ketten sind. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden be- 

3 0 nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet wird. 
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27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet 
wird. 

5 28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine 
der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktio- 
nelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2-chlorethyl) -amin; N- 
acetyl-N"- (p-glyoxyl -benzoyl) -cystamin; 4-Thiouracil ; Psora- 
10 len. 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 

15 Gruppen gebildet wird. 

30. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. 

20 

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA l/ll in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in 
Liposomen, eingeschlossen wird. 

25 32. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA 1/1 1 an mindestens ein von einem Virus stammendes, 
davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
wird/werden. 

30 

33. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 
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34. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 
Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt . 

5 35. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
bei Eildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
sidartigen Gebildes gewandt ist. 

10 36. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der eine Strang (asl, as2) der dsRNA I/II zum primaren oder 
prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

37. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , wobei 
15 die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 

ist . 

38. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA I/II in einer Menge von hdchstens 5 mg je Kilogramm 

20 Korpergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem 
Menschen, verabreicht wird. 

39. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA I/II zur Applikation in eine Pufferlosung aufgenom- 

25 men ist. 

40. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA I/II oral oder mittels Injektion oder Infusion in- 
travenos, intratumoral , inhalativ, intraperitoneal verab- 

3 0 reicht wird. 

41. Verwendung einer die doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) zur Hemmung der Expression eines Zielgens in einer 
Zelle, 
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wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Ab- 
5 schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
komplementar zum Zielgen ist, 

und wobei die dsRNA I zumindest am einen Ende (El, E2) einen 
aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang aufweist. 

10 

42. Verwendung nach Anspruch 41, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3' -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 1 -Ende 
des anderen Strangs (ssl) aufweist. 

15 43. Verwendung nach Anspruch 41 oder 42, wobei die dsRNA I 
an einem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist . 

44. Verwendung nach Anspruch 43, wobei das glatte Ende (El, 
E2) das 5«-Ende des einen Strangs (asl) enthalt. 

20 

45. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 44, wobei der 
Uberhang aus 1 bis 4 Nukleoriden, vorzugsweise 1 oder 2 Nu- 
kleotiden, gebildet ist. 

25 46. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 45, wobei zu- 
mindest eine weitere entsprechend der dsRNA I nach einem der 
Anspruche 41 bis 45 ausgebildete doppelstrangige Ribonuklei- 
nesaure (dsRNA II) in die Zelle eingefuhrt wird, wobei der 
eine Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des einen 

3 0 Strangs (asl) der dsRNA I komplementar zu einem ersten Be- 
reich (Bl) des Sinn-Strangs des Zielgens ist, und wobei der 
weitere Strang (as2) oder zumindest ein Abschnitt des weite- 
ren Strangs (as2) der dsRNA II komplementar zu einem zweiten 
Bereich (B2) des Zielgens ist. 
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47. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 47, wobei die 
dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 25, 
vorzugsweise 19 bis 23, auf einander folgenden Nukleotidpaaren 

5 aufweist/en. 

48. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 47, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise uber- 
lappen oder aneinander grenzen. 

10 

49. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 48, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beabstan- 
det sind. 

15 50. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 49, wobei das 
Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist. 

51. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 50, wobei das 
Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 

20 Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen; Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions -Molekulen und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an metasta- 
sierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Gene 
von Proteinasen sowie von Apoptose- und Zellzyklusregulieren- 

2 5 de Molekulen. 

52. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 51, wobei das 
Zielgen das MRDl-Gens ist. 

30 53. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 52, wobei als 
dsRNA I/II eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus zwei 
jeweils zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnsequen- 
zen (ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen SQ141 
- 173 verwendet wird. 
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54. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 53, wobei die 
Expression nach dem Prinzip der RNA- Interf erenz gehemmt wird. 

5 55. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 54, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, 
exprimiert wird. 

56. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 55, wobei das 
10 Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

57. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 

15 58. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

59. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 58, wobei un- 
gepaarte. Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substituiert 

2 0 sind. 

60. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 59, wobei zu- 
mindest ein Ende (El, E2) der dsRNA modif iziert wird, urn ei- 
nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzel- 

25 strange entgegenzuwirken . 

61. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 60, wobei der 
durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der donpelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 

3 0 Verkniipfung erhoht wird. 

62. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 61, wobei die 
chemische Verkniipfung durch eine kovalente oder ionische Bin- 
dung, eine Wasserstof f briickenbindung , hydrophobe Wechselwir- 
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kungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswechsel- 
wirkungen, oder durch Metal 1 -Ionenkoordinat ion gebildet wird. 

63. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 62, wobei die 
5 chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, E2) 

gebildet ist . 

64. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 63, wobei die 
chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 

10 dungsgruppen gebildet wird, v/obei die Verbindungsgruppen vor- 
zugsweise Foly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3-propandiol) - und/oder 
Oligoethylenglycol-Ketten sind. 

65. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 64, wobei die 
15 chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden benutzte 

verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

66. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 65, wobei die 
chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet wird. 

20 

67. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 66, wobei die 
chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet wird. 

68. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 67, wobei zur 
25 Herstellung der chemischen Verknupfung rr.indestens eine der 

folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bif unkt ionelle 
Gruppen, vorzugsweise Bis- (2 -chlorethyl) -amin; N-acetyl-N'- 
(p -glyoxyl -benzoyl ) -cystamin; 4-Thiouracil ; Psoralen. 

30 69. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 6B, wobei die 
chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, E2) 
des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl - 
Gruppen gebildet wird. 
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70. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 69, wobei die 
chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, E2) 
befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. 

5 71. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 70, wobei die 
dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in Li- 
posomen, eingeschlossen wird, 

72. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 71, wobei die 
10 dsRNA I/II an mindestens ein von einem Virus stammendes, da- 
von abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hiillprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
wird/werden. 

15 73. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 72, wobei das 
Hiillprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

74. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 73, wobei das 
Hiillprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 

20 Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

75. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 74, wobei bei 
Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hiillprotein die eine Seite zum Irmeren des Kapsids oder kap- 

25 sidartigen Gebildes gewandt ist. 

76. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 75, wobei der 
eine Strang (asl, as2) der dsRNA I/II zum primaren oder pro- 
zessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

30 

77. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 76, wobei die 
Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle ist. 
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78. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 77, wobei die 
dsRNA I /I I in einer Menge von hochstens 5 mg je Kilogramm 
Korpergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem 
Menschen, verabreicht wird. 

5 

79. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 78, wobei die 
dsRNA I/II zur Applikation in eine Pufferldsung aufgenommen 
ist. 

10 80. Verwendung nach einem der Anspriiche 41 bis 79, wobei die 
dsRNA I/II oral oder mittels Injektion oder Infusion intrave- 
nos, intratumoral, inhalativ, intraperitoneal verabreicht 
wird. 

15 81. Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens in 
einer Zelle enthaltend eine doppelstrangige Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens 
ausreichenden Menge, 

20 wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 auf- 
einander foigenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist , 

und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des 
25 einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur komplemen- 
tar zum Zielgen ist, 

und wobei die dsRNA I zumindest am einen Ende (El, E2) einen 
aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang aufweist. 

30 

82. Medikament nach Anspruch 81, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3' -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 1 -Ende 
des anderen Strangs (ssl) aufweist. 
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83. Medikament nach Anspruch 81 oder 82, wobei die dsRNA I 
an einem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist. 

84. Medikament nach Anspruch 83, wobei das glatte Ende (El, 
5 E2) das 5 1 -Ende des einen Strangs (asl ) enthalt . 

85. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 84, wobei der 
Uberhang aus 1 bis 4 Nuklectiden, vorzugsweise 1 oder 2 Nu- 
kleotiden, gebildet ist. 

10 

86. * Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 85, enthal- 
tend zumindest eine weitere entsprechend der dsRNA I nach ei- 
nem der Anspruche 81 bis 85 ausgebildet e doppelstrangige Ri- 
bonukleinesaure (dsRNA II) , wobei der eine Strang (asl) oder 

15 zumindest ein Abschnitt des einen Strangs (asl) der dsRNA I 
komplementar zu einem ersten Bereich (Bl) des Zielgens ist, 
und wobei der weitere Strang (as2) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des weiteren Strangs (as2) der dsRNA II komplementar 
zu einem zweiten Bereich (B2) des Zielgens ist. 

20 

87. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 86, wobei die 
dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 25, 
vorzugsweise 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleotidpaaren 
auf weist/ en. 

25 

88. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 87, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnitt sweise uber- 
lappen oder aneinander grenzen. 

30 89. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 88, wobei das 
Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist. 

90. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 89, wobei das 
Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
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Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions-Molekiilen und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an meta- 
stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
5 ne von Proteinasen sowie von Apoptose- und Zellzyklusregulie- 
rende Molekulen. 

91. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 90, wobei das 
Zielgen das MRDl-Gen ist. 

10 

92. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 91, wobei als 
dsRNA eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus zwei jeweils 
zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnsequenzen 
(ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen SQ141 - 

15 173 verwendet wird. 

93. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 92, wobei die 
Expression nach dem Prinzip der RNA-Interf erenz gehemmt wird. 

20 94. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 93, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, 
exprimierbar ist. 

95. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 94, wobei das 
25 Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

96. Medikament nach Anspruch 95, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 



30 



97. Medikament nach Anspruch 95, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 
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98. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 97, wobei un- 
gepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substituiert 
sind . 

5 99. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 98, wobei zu- 
mindest ein Ende (El, E2) der dsRNA modifiziert ist, urn einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzel- 
strange entgegenzuwirken - 

10 100. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 99, wobei der 
durch die komplementareri Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 
Verkniipfung erhoht ist. 

15 101. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 100, wobei 

die chemische Verkniipfung durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof f briickenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswech- 
selwirkungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet 

20 ist. 

102. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 101, wobei 
die chemische Verkniipfung in der Nahe des einen Endes (El, 
E2 ) gebildet ist . 

25 

103. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 102, wobei 
die chemische Verkniipfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 
zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1, 3 -propandiol) - und/oder 

30 Oligoethylenglycol-Ketten sind. 



104. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 103, wobei 
die chemische Verkniipfung durch anstelle von Nukleotiden be- 
nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist. 
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105. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 104, wobei 
die chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet ist. 

5 106. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 105, wobei 
die chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet 
ist . 

107. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 106, wobei 
10 2ur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine 

der folgenden Gruppen benutzt wird: Methyl enblau; bifunktio- 
nelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2-chlorethyl) -amin; N- 
acetyl-N"- (p-glyoxyl -benzoyl) -cystamin; 4-Thiouracil; Psora- 
len. 

15 

108. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 107, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Bnden (El, 
E2) des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet ist. 

20 

109. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 108, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt ist. 

25 110. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 109, wobei 

die dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in 
Liposomen, eingeschlossen ist. 

111. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 110, wobei 
3 0 die dsRNA I an mindestens ein von einem Virus stammendes, da- 
von abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
ist/sind. 
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112. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 111, wobei 
das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist . 

113. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 112, wobei 

5 das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 
Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt . 

114. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 113, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 

10 Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
sidartigen Gebildes gewandt ist. 

115. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 114, wobei 
der eine Strang (asl, as2 ) der dsRNA I zum primaren oder pro- 

15 zessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

116. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 115, wobei 
die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 
ist . 

20 

117. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 116, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beab- 
standet sind. 

25 118. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 117, wobei 
die dsRNA in einer Menge von hochstens 5 mg pro Verabrei- 
chungseinheit enthalten ist. 

119. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 118, wobei 
30 die dsRNA in eine Pufferlosung aufgenommen ist. 

120. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 119, wobei 
die dsRNA oral oder mittels Injektion oder Infusion intrave- 
nos, intratumoral , inhalativ, intraperitoneal verabreichbar 
ist. 
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121. Verfahren zur Hemmung der Expression eines Zielgens in 
einer Zelle umfassend die folgenden Schritte: 

5 

Einfuhren mindestens einer doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens 
ausreichenden Menge, 

10 wobei die dsRNA I eine doppel Strang ige aus hochstens 4 9 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Ab- 
schnitt des einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur 
komplementar zum Zielgen ist, 

15 

und wobei die dsRNA zumindest an einem Ende (El, E2) der 
dsRNA I einen aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang 
auf weist . 

20 122. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3' -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 1 -Ende 
des anderen Strangs (ssl) aufweist. 

123. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die dsRNA I an 
25 einem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist. 

124. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das glatte Ende (El, 
E2) das 5 '-Ende des einen Strangs (asl) enthalt. 

30 125. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der Uberhang aus 1 bis 4 Nukleotiden, vorzugsweise 1 oder 2 
Nukleotiden, gebildet ist. 



WO 02/055693 



70 



PCT/EP02/0O152 



126. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zumindest eine entsprechend der dsRNA I nach einem der vor- 
hergehenden Anspruche ausgebildete weitere doppelstrangige 
Ribonukleinesaure (dsRNA II) in die Zelle eingefiihrt wird, 

5 wobei der eine Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des 
einen Strangs (asl) der dsRNA I komplementar zu einem ersten 
Bereich (Bl) des Zielgens ist, und wobei ein weiterer Strang 
(as2) oder zumindest ein Abschnitt des weiteren Strangs (as2) 
der dsRNA II komplementar zu einem zweiten Bereich (B2) des 
10 Zielgens ist . 

127. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRWA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 
25, vorzugsweis 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleo- 

15 tidpaaren aufweist/en. 

12 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise 
uberlappen oder aneinander grenzen. 

20 

129. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beab- 
standet sind. 

25 130. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist . 

131. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 
30 Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions -Molekulen und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Prot einen, die an meta- 
stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
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ne von Proteinasen sowie Apoptose- und Zellzyklus- 
regulierenden Molekulen. 

132. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
5 das Zielgen das MDRl-Gens ist. 

133. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
als dsRNA I/II eine der Sequenzen SQ141 -173 bzv/. ein aus 
zv/ei jeweils zusammengehorenden Ant is inn- (asl/2) und Sinnse- 

10 quenzen (ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen 
SQ141 - 173 verwendet wird. 

134. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Expression nach dem Prinzip der RNA- Interf erenz gehemmt 

15 wird. 

135. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmo- 
dien, expritniert wird. 

20 

136. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

137. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Virus ein humanpa- 
25 thogenes Virus oder Viroid ist. 

138. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpa thogenes Virus oder Viroid ist. 

3 0 139. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
ungepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substitu- 
iert sind. 
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140. Verfahren nach einem der vorhergehenden Arispruche, wobei 
zumindest ein Ende (El, E2) der dsRNA I/II modifiziert wird, 
um einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die 
Einzelstrange entgegenzuwirken. 

5 

141. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusam- 
menhalt der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine 
chemische Verkniipfung erhoht wird. 

10 

142. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof f bruckenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswech- 

15 selwirkungen, oder durch Metal 1 - Ionenkoordination gebildet 
wird. 

143. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung in der Nahe des einen Endes (El, 

20 E2) gebildet ist. 

144. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 

25 zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1 , 3 -propandiol ) - und/oder 
Oligoethylenglycol -Ketten sind. 

145. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung durch anstelle von Nukleotiden be- 

3 0 nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

146. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verkniipfung durch Purinanaloga gebildet wird. 
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147. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet 
wird. 

5 148. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine 
der fclgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktio- 
nelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2 -chlorethyl ) -amin; N- 
acetyl -*T- (p-glyoxyl -benzoyl) -cystamin; 4 -Thiouracil ; Psora- 
10 len. 

149. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) dee doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl - 

15 Gruppen gebildet wird. 

150. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. 

20 

151. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in 
Liposomen, eingeschlossen wird. 

25 152. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die dsRNA I/II an mindestens ein von einem Virus stammendes, 
davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hullprctein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
wird/werden. 

30 

153. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist . 
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154. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 
Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt. 

5 155. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
sidartigen Gebildes gewandt ist . 

10 156. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der eine Strang (asl, as2) der dsRNA I/II zum primaren oder 
prozessierten RttA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

157. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
15 die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 

ist . 

158. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I/II in einer Menge von hochstens 5 mg je Kilogramm 

20 Korpergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem 
Menschen, verabreicht wird. 

159. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I/II zur Applikation in eine Pufferlosung aufgenom- 

25 men ist. 

160. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die dsRNA I/II oral oder mi t tela Injektion oder Infusion in- 
travenos, intratumoral , inhalativ, intraperitoneal verab- 

30 reicht wird. 

161. Verwendung einer die doppelstrangigen Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) zur Hemmung der Expression eines Zielgens in einer 
Zelle, 
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wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 4 9 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist, und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Ab- 
5 schnitt des einen Strangs (asl) der doppel Strang igen Struktur 
komplementar zum Zielgen ist, 

und wobei die dsRNA I zumindest am einen Ende (El, E2) einen 
aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang aufweist. 

10 

162. Verwendung nach .Anspruch 41, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3 1 -Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 1 -Ende 
des anderen Strangs (ssl) auf weist . 

15 163. Verwendung nach Anspruch 41 oder 42, wobei die dsRNA I 
an einem Ende (El, E2) glatt ausgebildet ist. 

164. Verwendung nach Anspruch 43, wobei das glatte Ende (El, 
E2) das 5 1 -Ende des einen Strangs (asl) enthalt. 

20 

165. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 44, wobei der 
Uberhang aus 1 bis 4 Nukleotiden, vorzugsweise 1 oder 2 Nu- 
kleotiden, gebildet ist. 

25 166. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 45, wobei zu- 
mindest eine weitere entsprechend der dsRNA I nach einem der 
Anspruche 41 bis 45 ausgebildete doppelstrangige Ribonuklei- 
nesaure (dsRNA II) in die Zelle eingefuhrt wird, wobei der 
eine Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des einen 

30 Strangs (asl) der dsRNA I komplementar zu einem ersten Be- 
reich (Bl) des Sinn-Strangs des Zielgens ist, und wobei der 
weitere Strang (as2) oder zumindest ein Abschnitt des weite- 
ren Strangs (as2) der dsRNA II komplementar zu einem zweiten 
Bereich (B2) des Zielgens ist. 
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167. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 47, wobei die 
dsRNA I und/oder die dsRNA II eine Lange von weniger als 25, 
vorzugsweise 19 bis 23, aufeinander folgenden Nukleotidpaaren 

5 aufweist/en. 

168. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 47, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) abschnittsweise uber- 
lappen oder aneinander grenzen. 

10 

169. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 48, wobei der 
erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beabstan- 
det sind. 

15 170. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 49, wobei das 
Zielgen eine der Sequenzen SQ001 bis SQ140 aufweist. 

171. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 50, wobei das 
Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: Onkogen, 

2 0 Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions -Molekulen und von 
Zelloberflachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an metasta- 
sierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Gene 
von Proteinasen sowie von Apoptose- und Zellzyklusregulieren- 

25 de Molekulen. 

172. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 51, wobei das 
Zielgen das MRDl-Gens ist. 

30 173. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 52, wobei als 
dsRNA I/II eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus zwei 
jeweils zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnsequen- 
zen (ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen SQ141 
- 173 verwendet wird. 
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174. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 53, wobei die 
Expression nach dem Prinzip der RJSTA-Interf erenz gehemmt wird. 

5 175. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 54, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, 
exprimiert wird. 

176. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 55, wobei das 
10 Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

177. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 

15 178. Verwendung nach Anspruch 56, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 

179. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 58, wobei un- 
gepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substituiert 

20 sind. 

180. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 59, wobei zu- 
mindest ein Ende (El, E2) der dsRNA modifiziert wird, um ei- 
nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzel- 

25 strange entgegenzuwirken . 

181. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 60, wobei der 
durch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 

30 Verknupfung erhoht wird. 

182. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 61, wobei die 
chemische Verknupfung durch eine kovalente oder ionische Bin- 
dung, eine Wasserstof fbruckenbindung, hydrophobe Wechselwir- 
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kungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswechsel- 
wirkungen, oder durch Metall -Ionenkoordination gebildet wird. 

183. Verwendung nach ei*iem der Anspruche 41 bis 62, wobei die 
chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, E2) 
gebildet ist . 

184. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 63, wobei die 
chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 
zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1, 3-propandiol) - und/oder 
Oligoethylenglycol-Ketten sind. 

185. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 64, wobei die 
chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden benutzte 
verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

186. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 65, wobei die 
chemische Verknupfung durch Purinanaloga gebildet wird. 

187. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 66, wobei die 
chemische Verknupfung durch Azabenzoleinheiten gebildet wird. 

188. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 67, wobei zur 
Herstellung der chemischen Verkniipfung mindestens eine der 
folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle 
Gruppen, vorzugsweise Bis- (2-chlorethyl) -amin; N-acetyl-N' - 
(p-glyoxyl -benzoyl) -cystamin; 4-Thiouracil ; Psoralen. 

189. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 68, wobei die 
chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, E2) 
des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet wird. 



WO 02/055693 



79 



PCT/EP02/H0152 



190. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 69, wobei die 
chemische Verkniipfung durch in der Nahe der Enden (El, E2) 
befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt wird. 

5 191. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 70, wobei die 
dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in Li- 
posomen, eingeschlossen wird. 

192. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 71, wobei die 
10 dsRNA I/II an mindestens ein von einem Virus stammendes, da- 
von abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
wird/werden. 

15 193. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 72, wobei das 
Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

194. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 73, wobei das 
Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus- 

20 Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalt . 

195. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 74, wobei bei 
Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 
Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 

2 5 sidartigen Gebildes gewandt ist. 

196. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 75, wobei der 
eine Strang (asl, as2) der dsRNA I/II zum primaren oder pro- 
zessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

30 

197. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 76, wobei die 
Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle ist. 
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198. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 77, wobei die 
dsRNA I /II in einer Menge von hochstens 5 mg je Kilogramm 
Korpergewicht pro Tag einem Saugetier, vorzugsweise einem 
Menschen, verabreicht wird. 

5 

199. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 78, wobei die 
dsRNA I/II zur Applikation in eine Pufferlosung aufgenommen 
ist . 

10 200. Verwendung nach einem der Anspruche 41 bis 79, wobei die 
dsRNA I/II oral oder mittels Injektion oder Infusion intrave- 
nos, intratumoral, inhalativ, intraperitoneal verabreicht 
wird . 

15 201. Medikament zur Hemmung der Expression eines Zielgens in 
einer Zelle enthaltend eine doppelstrangige Ribonukleinsaure 
(dsRNA I) in einer zur Hemmung der Expression des Zielgens 
ausreichenden Menge, 

20 wobei die dsRNA I eine doppelstrangige aus hochstens 49 auf- 
einander folgenden Nukleotidpaaren gebildete Struktur auf- 
weist , 

und wobei ein Strang (asl) oder zumindest ein Abschnitt des 
25 einen Strangs (asl) der doppelstrangigen Struktur komplemen- 
tar zum Zielgen ist, 

und wobei die dsRNA I zumindest am einen Ende (El, E2) einen 
aus 1 bis 4 Nukleotiden gebildeten Uberhang aufweist. 

30- 

202. Medikament nach Anspruch 81, wobei die dsRNA I den Uber- 
hang am 3 '-Ende des einen Strangs (asl) und/oder am 3 ' -Ende 
des anderen Strangs (ssl) aufweist. 
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Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Priongen, Gene von Angiogenese 
induzierenden Molekulen, von Adhasions -Molekulen und von 
Zelloberf lachenrezeptoren, Gene von Proteinen, die an meta- 
stasierenden und/oder invasiven Prozessen beteiligt sind, Ge- 
5 ne von Proteinasen sowie von Apoptose- und Zellzyklusregulie- 
rende Molekulen . 

211. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 90, wobei das 
Zielgen das MRDl-Gen ist. 

10 

212. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 91, wobei als 
dsRNA eine der Sequenzen SQ141 -173 bzw. ein aus zwei jeweils 
zusammengehorenden Antisinn- (asl/2) und Sinnsequenzen 
(ssl/2) kombiniertes dsRNA-Konstrukt der Sequenzen SQ141 - 

15 173 verwendet wird. 

213. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 92, wobei die 
Expression nach dem Prinzip der RNA-Interferenz gehemmt wird. 

20 214. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 93, wobei das 
Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, 
exprimierbar ist. 

215. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 94, wobei das 
25 Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

216. Medikament nach Anspruch 95, wobei das Virus ein hu- 
manpathogenes Virus oder Viroid ist. 

30 217. Medikament nach Anspruch 95, wobei das Virus oder Viroid 
ein tier- oder pf lanzenpathogenes Virus oder Viroid ist. 
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218. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 97, wobei un- 
gepaarte Nukleotide durch Nukleosidthiophosphate substituiert 
sind. 

5 219. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 98, wobei zu- 
mindest ein Ende (El, E2) der dsRNA modifiziert ist, urn einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzel- 
strange entgegenzuwirken. 

10 220. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 99, wobei der 
dufch die komplementaren Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine chemische 
Verknupfung erhoht ist. 

15 221. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 100, wobei 

die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder ionische 
Bindung, eine Wasserstof f bruckenbindung, hydrophobe Wechsel- 
wirkungen, vorzugsweise van-der- Waals- oder Stapelungswech- 
selwirkungen, oder durch Metall - Ionenkoordination gebildet 

20 ist. 

222. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 101, wobei 
die chemische Verknupfung in der Nahe des einen Endes (El, 
E2) gebildet ist. 

25 

223. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 102, wobei 
die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Verbin- 
dungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vor- 
zugsweise Poly- (oxyphosphinicooxy-1, 3 -propandiol) - und/oder 

30 Oligoethylenglycol-Ketten sind. 

224. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 103, wobei 
die chemische Verknupfung durch anstelle von Nukleotiden be- 
nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist. 



WO 02/(155693 



84 



PCT/EP02/00152 



225. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 104, wobei 
die chemische Verkniipfung durch Purinanaloga gebildet ist. 

5 226. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 105, wobei 
die chemische Verkniipfung durch Azabenzoleinheiten gebildet 
ist . 

227. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 106, wobei 
10 zur Herstellung der chemischen Verkniipfung mindestens eine 

der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktio- 
nelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2 -chlorethyl) -amin; N- 
acetyl-N'- (p-glyoxyl -benzoyl) -cystamin; 4-Thiouracil ; Psora- 
len. 

15 

228. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 107, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet ist. 

20 

229. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 108, wobei 
die chemische Verknupfung durch in der Nahe der Enden (El, 
E2) befindliche Tripelhelix-Bindungen hergestellt ist. 

25 230. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 109, wobei 

die dsRNA I/II in micellare Strukturen, vorteilhaf terweise in 
Liposomen, eingeschlossen ist. 

231. Medikament nach einem der Anspriiche 81 bis 110, wobei 
30 die dsRNA I an mindestens ein von einem Virus stammendes, da- 
von abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales 
Hiillprotein gebunden, damit assoziiert oder davon umgeben 
ist/sind. 
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232. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis ill, wobei 
das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet 1st. 

233. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 112, wobei 

5 das Hullprotein das Virus -Protein 1 (VP1) und/oder das Virus - 
Protein 2 (VP2 ) des Polyomavirus enthalt . 

234. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 113, wobei 
bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem 

10 Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kap- 
sidartigen Gebildes gewandt ist. 

235. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 114, wobei 
der eine Strang (asl, as2) der dsRNA I zum primaren oder pro- 

15 zessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

236. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 115, wobei 
die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle 
ist . 

20 

237. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 116, wobei 
der erste (Bl) und der zweite Bereich (B2) voneinander beab- 
standet sind . 

25 238. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 117, wobei 
die dsRNA in einer Menge von hochstens 5 mg pro Verabrei- 
chungseinheit enthalten ist. 

239. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 118, wobei 
3 0 die dsRNA in eine Pufferlosung aufgenommen ist. 

240. Medikament nach einem der Anspruche 81 bis 119, wobei 
die dsRNA oral oder mitt els Injektion oder Infusion intrave- 
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nos, intratumoral, inhalativ, intraperitoneal verabreichbar 
ist . 
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(54) Title: METHOD FOR INHIBITING THE EXPRESSION OF A TARGET GENE 



(57) Abstract 

The invention relates to a method for inhibiting the expression of a target gene in a cell, comprising the following 
steps: introduction of an amount of at least one dual-stranded ribonucleic acid (dsRNA I) which is sufficient to 
inhibit the expression of the target gene. The dsRNA I has a dual-stranded structure formed by a maximum of 49 
successive nucleotide pairs. One strand (asl) or at least one section of the one strand (as 1) of the dual-stranded 
structure is complementary to the sense strand of the target gene. The dsRNA has an overhang on the end (El) of 
dsRNA I formed by 1 - 4 nucleotides. 
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METHOD FOR INHIBITING THE EXPRESSION OF A TARGET GENE 

The invention concerns a method, an application and a medicament for inhibition of expression 
of a target gene. 

Methods to inhibit expression of genes of medical or biotechnological interest by means of a 
double-strand ribonucleic acid (dsRNA) are known from WO 99/32619 and WO 00/44895. The 
known methods are highly effective. But there is also a requirement to further increase.their 
efficiency. 

The task of the present invention is to eliminate the shortcomings according to the prior art. In 
particular, a method, an application and a medicament are to be offered, with which even more 
efficient inhibition of expression of the target gene is attainable. 

This task is solved by the features of Claims 1, 41 and 81. Advantageous embodiments are 
apparent from the features of Claims 2 to 40, 42 to 80 and 82 to 120. 

With the features claimed according to the invention, a drastic increase in the effectiveness of 
inhibition of expression of the target gene in vitro and in vivo is surprisingly achieved. By the 
special design of the ends of the dsRNA, both their efficiency in mediating the inhibiting effect 
on expression of the target gene and their stability can be deliberately influenced. By increasing 
the stability, the effective concentration in the cell is increased. 

Target gene according to the invention is understood to mean the DNA strand of the double- 
strand DNA in the cell that is complementary to a DNA strand, including all transcribed regions 
that serve for transcription as matrix. The target gene is therefore generally the "sense" strand. 
The one strand or anti-sense strand (asl) can be complementary to an RNA transcript formed 
during expression of the target gene or its processing product, for example, an mRNA. Insertion 
is understood to mean uptake in the cell. Uptake can occur by the cell itself; it also can be 
mediated by auxiliaries or aids. "Overhang" is understood to mean a terminal single-strand 
overhang that does not have paired nucleotides, according to Watson and Crick. "Double-strand 
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structure" is understood to mean a structure, in which the nucleotides of the individual strands 
are essentially paired according to Watson and Crick. A double-strand structure in the context of 
the present invention can also have individual mismatches. 

According to a particularly advantageous embodiment, the dsRNA I has the overhang on the 3' 
end of one strand or the anti-sense strand asl and/or on the 3' end of the other end or sense 
strand ssl . The dsRNA I can also be formed smoothly on one end. In this case, the smooth end 
is advantageously situated on the side of dsRNA I that has the 5' end of one strand (anti-sense 
strand; asl). In this form, the dsRNA I, on the one hand, has very good efficiency and, on the 
other hand, high stability in a living organism. The overall in vivo efficiency is excellent. The 
overhang is expediently formed from 1 to 4 nucleotides, preferably from 1 or 2 nucleotides. 

According to another embodying feature, the efficiency of the method can be further increased if 
at least one additional dsRNA II, formed according to the dsRNA I according to the invention, is 
inserted into the cell, in which the one strand or at least a section of one strand of the double- 
strand structure of dsRNA I is complementary to a first region of the sense strand of the target 
gene, and in which an additional strand or at least a section of the additional strand of the double- 
strand structure of the additional dsRNA II is complementary to a second region of sense strand 
of the target gene. Inhibition of expression of the target gene is significantly increased in this 
case. The first and second region can overlap in sections, abut each other, or also be spaced from 
each other. 

It has also proven advantageous if the dsRNA I and/or the additional dsRNA II have a length of 
less than 25 consecutive nucleotide pairs. A length in the range between 19 and 23 nucleotide 
pairs has proven to be particularly effective. The efficiency can be further increased if single- 
strand overhangs of 1 to 4 nucleotides are present on the double strands preferably formed from 
19 to 23 nucleotide pairs. 

The target gene, according to an additional embodying feature, can have the sequences SQ001 to 
SQ140, given in the enclosed sequence protocol. It can also be chosen from the following 
groups: oncogene, cytokine gene, id-protein gene, prion gene, genes for expression of 
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angiogenesis-inducing molecules, adhesion molecules and cell surface receptors, genes of 
proteins that participate in metastasizing and/or invasive processes, genes of proteinases, as well 
as apoptosis and cell cycle-regulating molecules, as well as genes for expression of the EGF 
receptors. The target gene can be the MDR1 gene, in particular. In this context, one of the 
existing sequences SQ 141 -173 or a combined dsRNA I/II from antisense (as) and sense 
sequences (ss) that go together can be used. 

According to an additional advantageous embodying feature, expression is inhibited according to 
the principle of RNA interference. 

The target gene is expediently expressed in pathogenic organisms, preferably in plasmodia. It 
can be a component of a virus or viroid, especially a human pathogenic virus or viroid. The 
virus or viroid can also be an animal or plant pathogenic virus or viroid. 

According to another embodying feature, it is prescribed that the unpaired nucleotides be 
substituted by nucleoside thiophosphates. 

At least one end of the dsRNA I/II can be modified, in order to counteract degradation in the cell 
or dissociation in the individual strand. Advantageously, cohesion caused by the complementary 
nucleotide pairs of the double-strand structure is increased by at least one chemical length. The 
chemical length can be formed by a covalent or ionic bond, a hydrogen bridge bond, 
hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal ion 
coordination. It has also proven expedient and to increase stability if the chemical link is formed 
in the vicinity of one end. Additional advantageous embodiments with respect to chemical 
linking can be deduced from the features of Claims 24 to 30, without requiring a further 
explanation for this. 

The dsRNA I/II can be incorporated particularly easily in the cell if it is enclosed in micellar 
structures, advantageously in liposomes. It has also proven advantageous for transport of 
dsRNA I/II into the cell that it is bonded to at least a viral sheath protein, originating from a 
virus, derived from a virus or synthetically produced, associated with the sheath protein or 
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enclosed by it. The sheath protein can be derived from polyoma virus. The sheath protein can 
contain, in particular, the virus protein 1 and/or the virus protein 2 of polyoma virus. According 
to another embodiment, it is prescribed that, during formation of a capsid or capsid-like structure 
from the sheath protein, one side face the interior of the capsid or capsid-like structure. It is also 
advantageous that the one strand of dsRNA I/II (as 1/2) is complementary to the primary or 
processed RNA transcript of the target gene. The cell can be a vertebrate cell or a human cell. 

It has also been found that the dsRNA I/II can advantageously be administered already in an 
amount of, at most, 5 mg/kg of body weight per day to a mammal, preferably a human. Even in 
this low dose, an excellent efficiency is achieved. 

It has surprisingly been found that the dsRNA I/II can be taken up in a buffer solution for 
administration and then administered orally or by injection or infusion intravenously, 
intratumorally, by inhalation or intraperitoneal^. 

The use of a double-strand ribonucleic acid (dsRNA I) to inhibit expression of a target gene in 
the cell is also proposed according to the invention, in which the dsRNA I has a double-strand 
structure formed from, at most, 49 consecutive nucleotide pairs, and in which one strand (anti- 
sense strand; asl) or at least a section of one strand (asl) of the double-strand structure is 
complementary to the sense strand of the target gene, and in which the dsRNA I has an overhang 
formed from 1 to 4 nucleotides on at least one end. 

According to an additional stipulation of the invention, a medicament for inhibiting the 
expression of a target gene in a cell is proposed, containing a double-strand ribonucleic acid 
(dsRNA I) in an amount sufficient to inhibit expression of a target gene, in which the dsRNA I 
has a double-strand structure from, at most, 49 consecutive nucleotide pairs, and in which one 
strand (asl) or at least a section of one strand (asl) of the double-strand structure is 
complementary to the sense strand of target gene, and in which the dsRNA I has an overhang 
formed from 1 to 4 nucleotides on at least one end. 

The preceding comments are referred to for the further advantageous embodiment of dsRNA I/II. 
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The invention is further explained on an example below, with reference to the drawings and 
practical examples. In the drawings: 

Fig. la, b schematically depicts a first and second double-strand RNA and 
Fig. 2 schematically depicts a target gene, 

Fig. 3 depicts relative YFP fluorescence after application of different dsRNA in 

NIH/3T3 cells (first experiment), 

Fig. 4 shows relative YFP fluorescence after application of different dsRNA in NIH/3T3 

cells (second experiment), 

Fig. 5 shows relative YFP fluorescence after application of different dsRNA in NIH/3T3 

cells (third experiment), 

Fig. 6 shows relative YFP fluorescence after application of different dsRNA in NIH/3T3 

cells (fourth experiment), 

Fig. 7 shows relative YFP fluorescence after application of different dsRNA in HeLa-S3 

cells (fifth experiment), 

Fig. 8 shows fluorescence micrographs of NIH/3T3 cells after transfection with pcDNA- 

YFP and after cotransfection with pcDNA-YFP and different dsRNAs, 

Fig. 9 shows fluorescence micrographs of HeLa-S3 cells after transfection with pcDNA- 

YFP and after cotransfection with pcDNA-YFP and different dsRNAs, 

Fig. 10 shows gel electrophoretic separation of SI after incubation in mouse serum, 
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Fig. 1 1 shows gel electrophoretic separation of S 1 after incubation in human serum, 

Fig. 12 shows gel electrophoretic separation of S7 after incubation in mouse serum, 

Fig. 13 shows gel electrophoretic separation of S7 after incubation in human serum, 

Fig. 14 shows gel electrophoretic separation of K3 after incubation in mouse serum, 

Fig. 1 5 shows gel electrophoretic separation of PKC1/2 after incubation in mouse serum, 

Fig. 16 shows gel electrophoretic separation of SI A/S4B after incubation in human 

serum, 

Fig. 1 7 shows gel electrophoretic separation of K2 after incubation in human serum and 

Fig. 18 shows GFP-specific immunoperoxidase staining on kidney paraffin sections of 

transgenic GFP mice, 

Fig. 19 shows GFP-specific immunoperoxidase staining on heart paraffin sections of 

transgenic GFP mice, 

Fig. 20 shows GFP-specific immunoperoxidase staining on pancreas paraffin sections 

transgenic GFP mice, 

Fig. 2 1 shows Western blot analysis of GFP expression in plasma, 

Fig. 22 shows Western blot analysis of GFP expression in the kidneys, 

Fig. 23 shows Western blot analysis of GFP expression in the heart, 

Fig. 24 shows Western blot analysis of EGFR expression in U-87 MG glioblastoma cells, 
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Fig. 25a shows Northern blot analysis of the MDRI mRNA levels in colon carcinoma cell 
line LS174T, in which the cells were harvested after 74 hours, 

Fig. 25b shows quantification of the band according to Fig. 25a, in which the averages 
from two values are shown, 

Fig. 26a shows Northern blot analysis of the MDRI mRNA levels in colon carcinoma cell 
line LS174T, in which the cells were harvested after 48 hours, 

Fig. 26b shows quantification of the band according to Fig. 26a, in which the average 
values from the two values are shown, 

Fig. 27 shows a comparative depiction of a transmitted light and fluorescence 

photomicrograph of a transfection with 175 nM dsRNA (sequence Rl in Table 4). 

The double-strand ribonucleic acids dsRNA I and dsRNA II, depicted schematically in Figures 
la and lb, each have a first end El and a second end E2. The first and second ribonucleic acids 
dsRNA I/dsRNA II have single-strand sections formed from about 1 to 4 unpaired nucleotides on 
their two ends El and E2. Two possible variants are shown (variants 1 and 2), in which variant 2 
has a smooth end (E2). The smooth ends, however, can also lie on the other end (El) in another 
variant. 

A target gene situated on DNA is schematically shown in Fig. 2. The target gene is made 
recognizable by a black bar. It has a first region Bl and a second region B2. 

Each strand of the first dsRNA I (asl) and the second dsRNA II (as2) is complementary to the 
corresponding region Bl or B2 on the target gene. 

Expression of the target gene is then inhibited with particular efficiency, if the dsRNA I/dsRNA 
II has single strand sections on its ends El , E2. The single-strand sections can be formed both on 
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strand asl or as2 and on the counterstrand (ssl or ss2) or on strand asl, as2 and on the 
counterstrand. 

The regions Bl and B2, as shown in Fig. 2, can be spaced from each other. However, they can 
also be adjacent to each other or overlap. 

I. Inhibition of Expression of the YFP Gene in Fibroblasts: 

Double-strand RNAs (dRNAs) were prepared from sequences of the yellow fluorescent protein 
(YFP), a variant of the GFP (green-fluorescent protein) of the alga Aequoria victoria and 
microinjected into fibroblasts, together with a YFP-coding plasmid. Fluorescence reduction was 
then evaluated relative to cells without dsRNA. 

Experimental Protocol: 

By means of an RNA synthesizer (type Expedite 8909, Applied Biosystems, Weiterstadt, 
Germany) and ordinary chemical methods, the RNA single strands apparent from the sequence 
protocols SQ148, 149 and SQ159 and the single strands complementary to them were 
synthesized. Purification then occurred by HPLC. Hybridization of the single strands to a 
double-strand occurred by heating the stoichiometric mixture of single strands in 10 mM sodium 
phosphate buffer, pH 6.8, 100 mM NaCl, to 90°C and subsequent cooling over 6 hours to room 
temperature. The dsRNAs so obtained were microinjected into the test cell. 

The murine fibroblast cell line NIH/3T3, ECACC no. 930615624 (European Collection of 
Animal Cell Cultures) served as test system for these cell culture experiments. The plasmid 
pcDNA-YFP was used for microinjections, which contained an 800 bp large Bam HI/Eco RI- 
YFP fragment in the corresponding restriction cleavage sites of the vector pcDNA3. Expression 
of YFP was investigated under the influence of simultaneously cotransfected sequence- 
homologous dsRNA. Evaluation occurred under the fluorescence microscope, at the earliest, 3 
hours after injection, with reference to green fluorescence. 
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Preparation of the Cell Cultures: 

Cultivation of the cells occurred in DMEM with 4.5 g/L glucose, 10% fetal calf serum (FCS), 2 
mM L-glutamine, penicillin/streptomycin (100 IU/100 |ig/mL, Biochrom) in an incubator under 
a 5% C0 2 atmosphere at 37°C. The cells underwent passage every 3 days, in order to keep them 
in the exponential growth phase. A day before performance of transfection, the cells were 
trypsinized (10 x trypsin/TEDTA, Biochrom) and inoculated with a cell density of 0.73 x 10 5 
cells into coated petri dishes (CORNING® Cell Culture Dish, 35 mM, Corning Inc., Corning, 
USA). The petri dishes were incubated with 0.2% gelatin (Biochrom) for at least 30 minutes at 
37°C, washed once with PBS and immediately used for seeding of the cells. To permit recovery 
of individual cells, CELLocate coverslips from the Eppendorf company were used (square size 
55 |im). 

Microinjection: 

To perform microinjection, the petri dishes were removed from the incubator for about 10 
minutes. About 50 cells were microinjected per dish and batch (FemtoJet; Mikromanipulator 
5171, Eppendorf). Glass capillaries (FemtoTip) from the Eppendorf company with a tip inside 
diameter of 0.5 |nm were used for microinjection. The injection time was 0.8 seconds and the 
pressure 30 hPa. The microinjections were conducted on an Olympus 1X50 microscope with a 
fluorescence device. 14 mM NaCl, 3 mM KC1, 10 mM KH 2 P0 4 , pH 7.0, was used as injection 
buffer, which contains 0.01 jig/mL pcDNA-YFP. To check successful microinjection, 0.08% 
(w/v) Dextran-70000 coupled Texas-Red (Molecular Probes, Leiden, Netherlands) was added to 
the injection solution. To investigate inhibition of the YFP expression with specific dsRNA, 
dsRNAs were added to the injection solution: batch 1 : 0.1 (iM dsRNA (sequence protocol 
SQ148/149); batch 2: 0.1 ^iM dsRNA (sequence protocol SQ148/159); batch 3: without RNA. 
After microinjection, the cells were incubated for at least three more hours in the incubator. The 
intracellular YFP fluorescence was then evaluated on the microscope: simultaneously red and 
green-fluorescent cells: microinjection was successful, no inhibition of YFP expression by 
dsRNA was observed; or control cells were involved, in which no dsRNA were injected; only 
red fluorescent cells: microinjection was successful, the dsRNA inhibits YFP expression. 
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Results: 

At a dsRNA concentration of 0.1 |iM, a significantly increased inhibition or expression of the 
YFP gene in fibroblasts could be observed during use of dsRNA with the protruding single- 
strand regions (sequence protocol SQ148/159) on both 3' ends by two nucleotides each, in 
comparison with dsRNA without protruding single-strand ends (Table 1). 

The use of short dsRNA molecules, containing 1 9-25 base pairs with overhangs of a few, 
preferably 1 to 3, non-base-paired, single-strand nucleotides, therefore permits comparatively 
stronger inhibition of gene expression in mammal cells than the use of dsRNAs with the same 
number of base pairs without the corresponding single-strand overhangs at the same RNA 
concentration. 



Batch 


Name 


Sequence protocol 
number 


0.1 uM 


1 


SI A/ 
SIB 


SQ148 
SQ149 


+ 


2 


SI A/ 
S4B 


SQ148 (protruding 
end) 

SQ159 j 


+++ 


3 




without RNA 





Table 1: The symbols show the relative percentage of non-fluorescent or weakly green 
fluorescent cells (+++ > 90%; ++ 60-90%; + 30-60%; - < 10%). 



II. Inhibition of Gene Expression with Target Gene in Cultivated HELA-S3 Cells and Mouse 
Fibroblasts by dsRNA: 



The efficiency of inhibition of YFP expression after transient transfection of a YFP-coding 
plasmid based on RNA interference with dsRNAs can be modulated by the configuration of the 
3' ends in the length of the base-paired regions. 
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Practical Example: 



To detect the efficiency of dsRNA during specific inhibition of gene expression, transiently 
transfected NIH/3T3 cells (fibroblasts from NIH Swiss mouse embryo, ECCAC (European 
Collection of Animal Cell Cultures) no. 93061524) and HELA-S3 (human cervical carcinoma 
cells, DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) no. ACC 161) were 
used. The plasmid pcDNA-YFP was used for transfection, which contains an 800 bp Bam 
HI/Eco RI-YFP fragment in the corresponding cleavage sites of the vector pcDNA3. Double- 
strand RNAs derived from the sequence of the yellow fluorescent protein (YFP) were produced 
and transiently transfected with the plasmid pcDNA-YFP in the fibroblasts (the employed 
specific dsRNAs are complementary in their anti-sense strands to the corresponding sections of 
the gene sequences above YFP and GFP). After 48 hours, the fluorescence reduction was 
quantified. Cells that were transfected either only with pcDNA-YFP or with pcDNA-YFP and a 
controlled dsRNA (not derived from the YFP sequence) functioned as controls. 

Experimental Protocol: 

dsRNA Synthesis: 

By means of an RNA synthesizer (type Expedite 8909, Applied Biosystems, Weiterstadt, 
Germany), and ordinary chemical methods, the RNA individual strands apparent from the 
sequence protocols and the single strands complementary to them were synthesized. Purification 
of the crude synthesis products then occurred by means of HPLC. The column NucleoPac PA- 
100, 9 x 250 mM, from the Dionex company was used; 20 mM tris, 10 mM NaC10 4 , pH 6.8, 
10% acetonitrile as low salt buffer and 20 mM Tris, 400 mM NaC10 4 , pH 6.8, 10% acetonitrile 
as high salt buffer. The flow rate was 3 mL/minute. Hybridization of the single strands to a 
double strand occurred by heating the stoichiometric mixture of the single strands in 10 mM 
sodium phosphate buffer, pH 6.8, 100 mM NaCl, to 80-90°C and subsequent slow cooling over 6 
hours to room temperature. 



13 



Seeding of the Cells: 

All cell culture work was conducted under sterile conditions in a corresponding work bench 
(HS18, Hera Safe, Kendro, Heraeus). Cultivation of NIH/3T3 cells and HELA-S3 occurred in an 
incubator (C0 2 incubatorT20, Hera cell, Kendro, Heraeus) at 37°C, 5% C0 2 and saturated 
atmospheric humidity in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Biochrom), for the 
mouse fibroblasts, and Ham" F12 for the HELA cells with 10% FCS (fetal calf serum, 
Biochrom), 2 mM L-glutamine (Biochrom) and penicillin/streptomycin (100 IU/100 |ig/mL, 
Biochrom). In order to keep the cells in the exponential growth phase, the cells underwent 
passage every 3 days. 24 hours before the forming transfection, the cells were trypsinized (10 x 
trypsin/EDTA, Biochrom, Germany) and seeded with a cell density of 1.0 x 10 4 cells/recess into 
a 96-well plate (Multiwell dishes 96-well flat bottom, Labor Schubert & Weiss GmbH) in 150 
(iL growth medium. 

Performance of Transient Transfection: 

Transfection was conducted with Lipofectamine Plus™ reagent (Life Technologies) according to 
the information of the manufacturer. 0. 15 |ig pcDNA-YFP plasmid was introduced per well. 
The total transfection volume was 60 |aL. 3-fold samples were used in each case. Plasmid DNA 
was first complexed, together with dsRNA. For this purpose, the plasmid DNA and the dsRNA 
were diluted in a serum-free medium and 1 ^L PLUS reagent was used per 0.1 |ig plasmid DNA 
(in a volume of 10 |iL) and, after mixing for 15 minutes at room temperature, they were 
incubated. During incubation, 0.5 |iL Lipofectamine was diluted in a total of 10 |iL serum-free 
medium per 0. 1 jig plasmid DNA, thoroughly mixed, added to the plasmid/dsRN A/PLUS 
mixture and incubated for another 1 5 minutes. During incubation, a medium change was 
conducted. For this purpose, the cells were washed once with 200 jaL serum-free medium and 
then with 40 |^L serum-free medium and then incubated further in the incubator, up to addition of 
DNA/dsRNA/PLUS/Lipofectamine. After addition of 20 |iL DNA/dsRNA/PLUS/Lipfectamine 
per well, the cells were incubated for 2.5 hours in the incubator. After incubation, the cells were 
then washed once with 200 |iL growth medium and incubated for 24 hours until detection of the 
fluorescence in 200 ^iL growth medium in the incubator. 
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Detection of Fluorescence: 

24 hours after the last medium change, the fluorescence of the cells was photographed on the 
fluorescence microscope (IX50-S8F2, fluorescence unit LMJLSlOOHg, burner U-RFL-T200, 
Olympus) with a USH-I02D mercury lamp (USHIO Inc., Tokyo, Japan), equipped with a WIB 
fluorescence cube and a digital CCD camera (Orca IHm, Hamamatsu and C4 742-95 camera 
controller). Evaluation of the fluorescence recording occurred with the analysis software 3. 1 
(Soft Imaging System GmbH, Germany). In order to relate the YFP fluorescence to cell density, 
a cell nucleus staining was carried out (Hoechst staining). For this purpose, the cells were first 
fixed for 5 in 100 |iL methylcarnoy (75% methanol, 25% glacial acetic acid) and then again for 
10 minutes in methylcarnoy. After air drying, the fixed cells were incubated for 30 minutes in 
the dark with 100 (iL per well of Hoechst die (75 ng/mL). After washing twice with PBS (PBS 
Dulbecco w/o Ca 2+ , M 2+ , Biochrom), the Hoechst-stained cells were photographed under the 
fluorescence microscope (Olympus, WU fluorescence cube for Hoechst). 

Figures 3 to 9 show the results on inhibition of YFP expression by dsRNA in the cultivated cells: 

The effects of YFP-specific dsRNAs and control dsRNAs on YFP expression in NIH/3T3 mouse 
fibroblasts after transient transfection are summarized in Figures 3, 4, 5 and 6. The experiments 
were run as described in the experimental protocol. The concentration of dsRNA refers to the 
concentration in the medium during the transfection reaction. The designations for the dsRNAs 
can be gathered from Table 2. The relative fluorescence per image section in area percent is 
shown. 3 different image sections were evaluated per well. The averages are obtained from the 
3 -fold batches. 

The specific inhibition of YFP gene expression by dsRNAs in HELA-S3 cells is shown in 
Figures 7 and 9. The inhibiting effect of differently configured dsRNA constructs (Table 2) in 
different concentrations on expression of YFP in HELA cells is shown in Fig. 7. Fig. 8 shows 
representative fluorescence microscope recordings of NIH/3T3 mouse fibroblasts transiently 
transfected with YFP without dsRNA and with dsRNA specifically directed against YFP (x 100 
magnification). 
8A: YFP controls 
8B: SI, lOnM 
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8C: S4, lOnM 
8D: S7, lOnM 
8E: S7/Sll,lnM 
8F: S7/S12, 1 nM 

Fig. 9 shows representative fluorescence microscope recordings of HELA-3S cells transiently 
transfected with YFP without dsRNA and with dsRNAs specifically directed against YFP (x 100 



magnification). 


9A- 


K2 -controls, 10 nM 


9B: 


SI, 10 nM 


9C: 


S4, lOnM 


9D 


S7, 10 nM 


9E: 


S7/11, 1 nM 


9F: 


S7/12, 1 nM 


9G 


S1A/S4B, lOnM 


9H 


: YFP controls 



Results: 

Fig. 3 shows that YFP expression after transient cotransfection of mouse fibroblasts with the 
YFP plasmid and dsRNAs specifically directed against the YFP sequence is inhibited with 
particular efficiency when the 3' ends of the regions containing 22 and 19 base pairs of the 
dsRNAs have single-strand sections of two nucleotides (nt). Whereas the dsRNA SI with 
smooth 3' ends at a concentration of 1 nM (referred to the concentration in the cell culture 
medium during performance and transfection) exhibits no inhibiting effect on YFP expression, 
the dsRNAs S7 (19 nucleotide pairs) and S4 (24 nucleotide pairs), each with 2 nt overhangs on 
both 3' ends, inhibit the YFP expression by 50 or by 70% in comparison with the corresponding 
control dsRNAs K3 and K2. At a concentration of 10 nM, the dsRNA denoted SI with smooth 
ends inhibits YFP expression by about 65%, whereas inhibition of YFP expression by the 
dsRNA S4 is about 94% (Fig. 4). The inhibiting effects of the dsRNAs denoted S4 and S7 is 
concentration-dependent (Figures 3 and 4, see also Fig. 7). 
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Fig. 4 shows that, for efficient suppression of YFP gene expression, the single-strand structure is 
not necessary on both 3' ends (on the sense and anti-sense strand). To achieve the most effective 
possible inhibition of YFP expression, only the 2 nt overhang on the 3' end is necessary on the 
anti-sense strand. Inhibition of YFP expression at a concentration of 1 nM in the two dsRNAs 
S4 (with 2 nt overhangs on both 3' ends) and S1A/S4B (with the 2 nt overhang on the 3' end of 
the anti-sense strand) lies at about 70%. On the other hand, if the 2 nt overhang is situated on the 
3' end of the sense strand (and the 3' end of the anti-sense strand carries no single-strand region), 
inhibition of YFP gene expression is only 50%. Similarly, inhibition at higher concentrations is 
much better, if at least the 3' end of the anti-sense strand carries a 2 nt overhang. 

A more distinct inhibition of YFP expression is achieved, if the base-paired region has 21 
nucleotide pairs instead of 22 (SI and S4), 20 (S13 and S13/14) or 19 (S7) (Figures 5, 6 and 7). 
Inhibition of YFP expression by SI (22 base pairs with smooth ends) in a concentration of 5 nM 
is about 40%, whereas inhibition by S7/S12 (21 base pairs with smooth ends), also with 5 nM, 
lies at about 92%. If the dsRNA with 21 base pairs also has a 2 nt overhang on the anti-sense 
strand 3' end (S7/S1 1), inhibition lies at ~ 97% (compared with ~ 73% inhibition with S4 and ~ 
70%> inhibition with S7). 

III. Investigation of Serum Stability of Double-Strand RNA (dsRNA): 

The objective is to increase the effectiveness found the cell cultures of inhibition of gene 
expression of target genes mediated by dsRNA for use in vivo. This is achieved by improved 
stability of the dsRNAs in serum and by an extended residence time of the molecule in the 
circulation and the increased effective concentration of the functional molecules related to this, 
resulting from improved stability. 



17 



Practical Example: 



The serum stability of dsRNAs that inhibit GFP expression was tested in vivo in murine and 
human serum. 

Experimental Protocol: 

Incubation with human or murine serum with the corresponding dsRNA occurred at 37°C. 85 
(iL serum was incubated with 15 |iL 100 |iM dsRNA. After specified incubation times (30 
minutes, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h), the samples were frozen at -80°C. dsRNA without serum 
(+ 85 |LiL ddH 2 0) and dsRNA at time 0 were used as control. 

For isolation of the dsRNA from the incubation charge, which occurred on ice, 400 with 
0.1% SDS was added to the charges and these are subjected to phenol extraction: 500 |iL 
phenol:chloroform:isoamyl alcohol (IAA, 25:24:1, Roti®-Phenol, Roth, Karlsruhe) was added 
per charge and vortexed for 30 seconds at the highest stage (Vortex Genie-2; Scientific 
Industries). After 10 minutes of incubation on ice, phase separation occurred by centrifiiging at 
12,000 x g, 4°C for 10 minutes (Sigma 3K30, Rotor 1213 1-H). The upper aqueous phase (about 
200 jaL) was taken off and subjected first to DNase I and the proteinase K digestion: addition of 
20 ^iL 10-fold DNase I buffer (100 mM Tris, pH 7.5, 25 mM MgCl 2 , 1 mM CaCl 2 ) and 10 U 
DNase I (D7291, Sigma-Aldrich), 30 minutes incubation at 37°C, addition of 6 U DNase I again 
and incubation for another 20 minutes at 37°C, addition of 5 ^iL proteinase K (20 mg/mL, 04- 
1075, Peqlab, Germany) and 30 minutes incubation at 37°C. Phenol extraction was then 
conducted. For this purpose, 500 phenol:chloroform:IAA (25:24: 1) was added, vortexed at 
the highest stage for 30 seconds, 10 minutes for 12000 x g, 4°C, centrifuged, the supernatant 
taken off and mixed in succession with 40 |iL 3M Na-Ac (sodium acetate), pH 5.2, and 1 mL 
100% EtOH, mixed thoroughly in the meantime and precipitated for at least 1 hour at -80°C. 
The precipitate was pelletized by centrifuging at 12000 x g for 30 minutes and 4°C, washed with 
70% EtOH and recentriftiged (10 minutes, 12000 x g, 4°C). The air dried pellet was taken up in 
30 ^iL RNA gel application buffer (7 M urea, 1 x TBE (0.09 M tris-borate, 0.002 M EDTA 
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(ethylenediaminetetraacetate), 0.02% (w/v) bromophenol blue, 0.02% (w/v) xylenecyanol) and 
stored at -20°C until gel application. 

For characterization of the dsRNA, an analytical, denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
(analytical PAGE) was conducted. The urea gels were prepared right before the run: 7 M urea 
(21 g) was dissolved during agitation in 25 mL 40% aqueous acrylamide/bisacrylamide stock 
solution (Rotiphoresis gel, A515.1, Roth) and 5 10 x TBE (100 g Tris, 55 g boric acid, 9.3 g 
EDTA per L distilled water) and made up to 50 |iL with distilled water. Right before pouring, 
50 nL TEMED (N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine) and 500 \iL 10% APS (ammonium 
peroxidisulfate) were added. After polymerization, the gel was introduced to a vertical 
electrophoresis apparatus (Merck, Darmstadt) and a prerun was conducted for 30 minutes at a 
constant 40 mA current intensity. As run buffer, 1 x TBE buffer was used. Before application 
onto the gel, the RNA samples were heated for 5 minutes at 100°C, cooled on ice and 
centrifuged for 20 seconds in a table-top centrifuge (Eppendorf, minispin). 15 (iL was applied to 
the gel. The run occurred for about 2 hours at a constant current of 40 mA. After the run, the gel 
was stained for 30 minutes at RT (room temperature) with Stains all stain solution (20 mL Stains 
all stock solution dissolved in 200 mL formamide) mixed with 200 mL distilled water and 180 
mL formamide) and the background staining eliminated after rinsing in distilled water for 45 
minutes. The gels were photographed with the photo documentation system Image Master VDS 
from Pharmacia. 

Figures 10 to 17 show the serum stability of dsRNA after incubation with human and murine 
serum and subsequent electrophoretic separation in 20% 7 M urea gel. 

Fig. 10: Incubation of S2 (0-22-0) in mouse serum 

1 . at time 0 (without serum) 

2. at time 0 

3. for 30 minutes 

4. for 1 hour 

5. for 2hours 

6. for 4 hours 

19 



7. for 12 hours 

8. 2 |iL 100 |iM SI without incubation 

SI A) Sense strand SI (10 ^iL 20 S1A) 
SIB) Anti-sense strand SI (10 |iL 20 SIB) 

Fig. 1 1 : Incubation of SI (0-22-0) in human serum 

\.2\iL 100 |iM SI untreated (without incubation) 

2. for 30 minutes 

3. for 2 hours 

4. for 4 hours 

5. for 6 hours 

6. for 8 hours 

7. for 12 hours 

8. for 24 hours 

S1A) Sense strand SI (10 jxL 20 \xm SI A) 
SIB) Anti-sense strand SI (10 \xL 20 SIB) 

Fig. 12: Incubation at S7 (2-19-20) in mouse serum 

1. at time 0 (without serum) 

2. for 30 minutes 

3. for 4hours 

4. for 12 hours 

Fig. 13: Incubation of S7 (2-19-2) in human serum 

1. Sense strand S7 (10 ^iL 20 \iM S7A) 

2. Anti-sense strand S7 (10 20 S7B) 

3. for 30 minutes 

4. for 1 hour 

5. for 2 hours 

6. for 4 hours 

7. for 6 hours 
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8. for 12 hours 

9. for 24 hours 

10. at time 0 (without serum) 

Fig. 14: Incubation of K3 (2-19-20) in mouse serum 

1. Sense strand K3 (10 \iL 20 ^iM K3A) 

2. Anti-sense strand K3 (10 L 20 |iM K3B) 

3. at time 0 (without serum) 

4. at time 0 (with serum) 

5. for 30 minutes 

6. for 1 hour 

7. for 2 hours 

8. for 4 hours 

9. for 12 hours 

Fig. 15: Incubation of PKC1/2 (0-22-2) in mouse serum 

1. for 30 minutes 

2. for 1 hour 

3. for 2 hours 

4. for 4 hours 

5. for 12 hours 

6. 2 jaL 100 |iM PKC1/2 (untreated) 

Fig. 16: Incubation of SI A/S4B (0-22-2) in human serum 

1 . at time 0 (without serum) 

2. for 24 hours 

3. for 12 hours 

4. for 8 hours 

5. for 6 hours 

6. for 4 hours 

7. for 2 hours 
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8. for 30 minutes 

9. Sense strand SI A (10 ^iL 20 ^iM S1A) 

10. Anti-sense strand S4B (10 20 \iM S4B) 

Fig. 17: Incubation of K2 (2-22-2) in human serum 

1. Sense strand K2 (10 jiL 20 (iM K2A) 

2. Anti-sense strand K2 (10 20 K2B) 

3. at point 0 (without serum) 

4. for 30 minutes 

5. for 2 hours 

6. for 4 hours 

7. for 6 hours 

8. for 8 hours 

9. for 12 hours 

10. for 24 hours 

Results: 

dsRNAs without single-strand regions on the 3' ends are much more stable in both human and 
murine serum than dsRNAs with single-strand 2nt overhangs on the 3' ends (Figures 10 to 14 
and 17). After 12 and 24 hours incubation at SI in murine or human serum, bands in the original 
size are almost fully retained. On the other hand, in dsRNAs with 2nt overhangs on both 3' 
ends, the stability in human and murine serum diminishes significantly. After only 4 hours of 
incubation of S7 (Figures 12 and 13) or K3 (Fig. 14), no bands can be detected in the original 
size. 

In order to increase the stability of dsRNA in serum, it is sufficient if the dsRNA has a smooth 
end. In mouse serum after 4 hours incubation (Fig. 15, track 4), the bands in the original size are 
scarcely broken down in comparison with S7 (after 4 hours complete degradation; Fig. 12, track 
3). 
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As an optimal compromise with respect to biological efficacy of dsRNA, the use of dsRNA with 
a smooth end and a single-strand region of 2 nucleotides can be considered, in which the single- 
strand overhang should be situated on the 3' end of the anti-sense strand. 

The sequences used here are apparent from the following Table 2 and the sequence protocols 
SQ148-151 and 153-167. 



; 

Name ! 


1 

Sequenz - 

proto- 

koll-Nr. 


dsRNA-Sequenz ! 




SI 


SQ148 
SQ149 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACUUC -3' 

(B) 3 - GG JGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5 


0-22-0 


S7 


SQ150 
SQ151 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACUU -3' 

(Bj 3 - ^UbGUbUACUULLrUC^UoCUU — D 


o no ^ 

2 - iy -z 


Kl 


SQ153 
SQ154 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA -3' 

(B) 3'- UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5' 


0-22-0 


K3 


SQ155 
SQ156 


(A) 5 ' - GAUGAGGAUCGUUUCGCAUGA - 3 " 

( B ) 3 ' - UCCUACUCCUAGCAAAGCGUA - 5 * 


2-19-2 


K2 


SQ157 
SQ158 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUXJUCGCAUG -3' 

(B) 3'- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5' 


2-22-2 


S1A/ 
|S4B 

L 


SQ148 
SQ159 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACUUC -3' 

(B) 3"- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5' 


0-22-2 
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'PKC 1/2 j SQ160 | (A) 5'- CUUCUCCGCCUCACACCGCUGCAA -3' , 
SQ161 | (B) 3'- GAAGAGGCGGAGUGUGGCGACG -5" 

1 i 


2-22-0 


S7/S12 


SQ15C j 
SQ162 1 


(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACUU -3' 

(B) 3"- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAA -5" 


0-21-0 


S7/S11 


SQ150 j (A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUU -3' 
SQ163 | (B) 3'- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAA -5' 

1 
1 


0-21-2 


S13 


SQ164 1 (A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACU -3' 
SQ165 i(B) 3"- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGA -5" 
1 


0-20-2 


S13/14 


SQ164 1(A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACU -3' 

SQ166 1(B) 3"- GGUGU ACUUCGUCGUGCUGA - 5 " 1 

1 


0-20-0 


S4 


SQ167 | (A) 5'- CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU -3' 
SQ159 (B) 3'- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG ~5' 


2-22-2 


K1A/ 
K2B 


! (A) 5"- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA -3' 
SQ153 j 

SQ158 ' (B) 3 '" UCUGUCCUACUCCUAGC; ^ GCGU 


0-22-2 


K1B/ 
K2A 

I 


SQ154 
SQ157 


(A) 5'- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCAUG -3" 

(B) 3'- UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5' 


2-22-0 


SIB/ 
S4A 


SQ149 
SQ167 


(A) 5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU -3' 

(B) 3"- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5' 

- 


2-22-0 



Key to figure: (Headings) 
Name 

Sequence protocol no. 
dsRNA sequence 



Table 2 
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IV. In Vivo Study: 



Double-strand RNA (dsRNA) that was derived from the GFP sequence where unspecific dsRNA 
was injected intravenously into the caudal vein of "GFP laboratory mice" that express the green 
fluorescent protein (GFP) in all cells that conduct protein biosynthesis. At the end of the 
experiment, the animals were killed and the GFP expression analyzed in tissue sections and in 
plasma. 

Experimental Protocol: 
Synthesis of dsRNA: 

By means of an RNA synthesizer (type Expedite 8909, Applied Biosystems, Weiterstadt, 
Germany), and ordinary chemical methods, the RNA single strands apparent from the sequence 
protocols and the single strand complementary to them were synthesized. Purification of the 
crude synthesis products then occurred with HPLC. As columns, NucleoPac PA- 100, 9 x 250 
mm from the Dionex company were used; 20 mM Tris, 10 mM NaC10 4 , pH 6.8, 10% 
acetonitrile was used as low salt buffer and 20 mM Tris, 400 mM NaC10 4 , pH 6.8, 10% 
acetonitrile as high salt buffer. The flow rate was 3 mL/minute. Hybridization of the single 
strands to a double strand occurred by heating of the stoichiometric mixture of the single strands 
in 10 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8, 100 mM NaCl, to 80-90°C and subsequent slow 
cooling over 6 hours to room temperature. 

Experimental Animal Keeping and Performance of the Ex periment 

The transgenic laboratory mouse strain TgN (GFPU) 5Nagy (Jackson Laboratory, Bar Harbor, 
Maine, USA) was used, which expresses GFP (with a beta-actin promoter and a CMV 
intermediate early enhancer) in all previously investigated cells (Hadjantonakis AK et al. 1993, 
Mech. Dev. 76: 79-90; Hadjantonakis AK et al., 1998 Nature Genetics 19: 220-222). GFP- 
transgenic mice can be clearly distinguished from the corresponding wild types (WT) by means 
of fluorescence (with a UV hand lamp). For breeding, the corresponding WT was paired with a 
heterozygous GFP type. 
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The experiment was performed according to the German Animal Protection Regulations. The 
animals were kept under controlled environmental conditions in groups of 3-5 animals in type III 
Makrolon cages from the Ehret company, Emmendingen, at a constant temperature of 22°C and 
a light-dark rhythm of 12 h. Softwood granulate 8/15 from the Altromin company, Lage, was 
used as sawdust litter. The animals received tap water and standard feed Altromin 1324 
pelletized (Altromin) ad libitum. 

To perform the experiment, the heterozygous GFP animals were kept in groups of 3 animals each 
in cages , as described above. Injections of the dsRNA solution occurred intravenously (IV) into 
the caudal vein in 12-hour cycles (between 5:30 and 7:00 a.m. and between 5:30 and 7:00 p.m.) 
over 5 days. The injection volumes were 60 for per 10 g of body weight and the dose was 2.5 
mg dsRNA and 50 \xg per kg of body weight. Division into groups was as follows: 



Group A: PBS (phosphate buffered saline) 60 \iL per 10 kg of body weight, 

Group B: 2.5 mg per kg of body weight of a nonspecific control dsRNA (Kl control with 
smooth ends and a double-strand region of 22 nucleotide pairs), 



Group C: 2.5 mg per kg of body weight of another unspecific control dsRNA (K3 control 
with 2nt overhangs on both 3' ends and a double-strand region of 19 nucleotide 
pairs), 



Group D: 2.5 mg per kg of body weight dsRNA (specific against GFP, subsequently 

referred to as SI, with smooth ends and a double-strand region of 22 nucleotide 
pairs), 



Group E: 2.5 mg dsRNA per kg of body weight (specific against GFP, subsequently 

referred to as S7, with 2nt overhangs on the 3' ends of both strands and a double- 
strand region of 19 nucleotide pairs) 



Group F: 



50 jig Sl-dsRNA per kg of body weight (i.e., 1/50 of the dose of group D). 
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After the last injection of a total of 10 injections, the animals were killed after 14-20 h and the 
organs and blood taken as described. 

Organ Removal: 

Immediately after killing the animals by C0 2 inhalation, blood and different organs were taken 
(thymus, lungs, heart, spleen, stomach, intestines, pancreas, brain, kidneys and liver). The 
organs were rinsed briefly in cold sterile PBS and divided with a sterile scalpel. One part was 
fixed for immunohistochemical staining in methylcarnoys (MC, 60% methanol, 30% chloroform, 
10% glacial acetic acid) for 24 hours, one part was shock frozen for frozen sections and for 
protein isolation immediately in liquid nitrogen and stored at -80°C, and another smaller part was 
frozen for RNA isolation in RNAeasy-Protect (Qiagen) at -80°C. The blood was immediately 
held for 30 minutes on ice after sampling, mixed, centrifuged for 5 minutes at 2000 rpm (Mini 
spin, Eppendorf), the supernatant removed and stored at -80°C (here referred to as plasma). 

Processing of the Biopsies: 

After 24 h of fixation of the tissue in MC, the tissue pieces were dehydrated in an increasing 
alcohol series at RT (room temperature): every 40 minutes 70% methanol, 80% methanol, 2 x 
96% methanol and 3 x 100% isopropanol. The tissue was then heated in 100% isopropanol to 
60°C in an incubator, then incubated for 1 hour in an isopropanol/paraffin mixture at 60°C and 3 
x for 2 hours in paraffin and then imbedded in paraffin. For immunoperoxidase staining, tissue 
sections with 3 ^m section thickness were prepared with a rotary microtome (Leica), mounted on 
slides (Superfrost, Vogel) and incubated for 30 minutes at 60°C in an incubator. 

Immunoperoxidase Staining versus GFP: 

The sections were deparaffinized 3x5 minutes in xylene, rehydrated in an increasing alcohol 
series (3x3 min 100% ethanol, 2 x 2 min 95% ethanol) and then incubated for 20 minutes in 3% 
H 2 0 2 /methanol to block endogenous peroxidases. All incubation steps were conducted 
subsequently in a moist chamber. After 3x3 minutes of washing with PBS, they were incubated 
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with the first antibody (goat anti-GFP, sc-5384, Santa Cruz, Biotechnology) 1:500 in 1% 
BSA/PBS overnight at 4°C. Incubation with the biotinylated secondary antibody (donkey anti- 
goat; Santa Cruz Biotechnology; 1:2000 dilution) occurred for 30 minutes at RT, whereupon 
they were incubated for 30 minutes with Avidin D Peroxidase (1:2000 dilution, Vector 
Laboratories). After each antibody incubation, the sections were washed 3x3 min in PBS and 
the buffer residues removed from the sections with wadding. All antibodies were diluted in 1% 
bovine serum albumin (BSA)/PBS. Staining with 3,3'-diaminobenzidine (DAB) was conducted 
with the DAB substrate kit (Vector Laboratories) according to the manufacturer's data. As 
nuclear counterstain, hematoxylin III according to Gill (Merck) was used. After dehydration in a 
rising alcohol series at 3 x 5 minutes xylene, the sections were covered with Entellan (Merck). 
Microscopic evaluation of staining occurred with the 1X50 microscope from Olympus, equipped 
with a CCD camera (Hamamatsu). 

Protein Isolation from Tissue Pieces: 

800 uL isolation buffer (50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2.5 mM EGTA; 
10% glycerol; 0.1% Tween; 1 mM DTT, 10 mM p-glycerol phosphate; 1 mM NaF; 0.1 mM 
Na 3 V0 4 with a protease inhibitor tablet "Complete" from Roche) were added to the still frozen 
tissue pieces and homogenized 2 x 30 seconds with an Ultraturrax (DIAX 900, dispersal die 6 G, 
Heidolph), and cooled in between on ice. After 30 minutes of incubation on ice, they were 
mixed and centrifuged for 20 minutes at 1000 x g, 4°C (3K30, Sigma). The supernatant was 
incubated for another 10 minutes on ice, mixed and centrifuged for 20 minutes to 15000 x g, 
4°C. A protein determination according to Bradford, 1976, modified after Zor & Selinger, 1996, 
was conducted with the supernatant with the Roti-Nanoquant system of Roth according to the 
data of the manufacturer. BSA (bovine serum albumin) in concentrations from 10 to 100 ug/mL 
was used for the protein calibration line. 

SDS Gel Electrophoresis: 

Electrophoretic separation of the proteins occurred in a multigel long electrophoresis chamber 
from Biometra with a denaturing, discontinuous 15% SDS-PAGE (polyacrylamide gel 
electrophoresis) according to Lammli (Nature 277: 680-685, 1970). For this purpose, a 
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separation gel 1.5 mM thick was initially poured: 7.5 mL acrylamide/bisacrylamide (30%, 
0.9%), 3.8 mL 1.5 M tris/HCl, pH 8.4, 150 \iL 10% SDS, 3.3 mL doubly distilled water, 250 jiL 
ammonium persulfate (10%), 9 jiL TEMED (N,N,N\NMetramethylenediamine) and coated up 
to polymerization with 0.1% SDS. The collected gel was then poured: 0.83 |iL 
acrylamide/bisacrylamide (30%/0.9%), 630 jiL 1 M Tris/HCl, pH 6.8, 3.4 mL doubly distilled 
water, 50 |iL 10% SDS, 50 jiL 10% ammonium persulfate, 5 \xL TEMED. 

Before application of the gel, the proteins were mixed with a corresponding amount of 4-fold 
sample buffer (200 mM tris, pH 6.8, 4% SDS, 100 mM DTT (dithiotreithol), 0.02% 
bromophenol blue, 20% glycerol), denatured for 5 minutes in a heating unit at 100°C, briefly 
centrifiiged after cooling on ice and applied to the gel. The same plasma or protein amounts 
were used per track (3 \xL plasma and 25 ]xg total protein each). Electrophoresis occurred water- 
cooled at RT and a constant 50 V. The protein gel marker from Bio-Rad (kaleidoscope 
prestained standard) was used as length standard. 

Western Blot and Immune Detection: 

Transfer of the proteins from SDS-PAGE to a PVDF (polyvinyl difluoride) membrane (Hybond- 
P, Amersham) occurred in the semi-dry method according to Kyhse- Anderson (J. Biochem. 
Biophys. Methods 10: 203-210, 1984) at RT and a constant current intensity of 0.8 mA/cm 2 for 
1 .5 h. A Tris/glycine buffer was used as transfer buffer (39 mM glycine, 465 mM Tris, 0.1% 
SDS and 20% methanol). To check the electrophoretic transfer, both the gels after blotting and 
the blot membranes after immune detection were stained with Coomassie (0.1% Coomassie 
G250, 45% methanol, 10% glacial acetic acid). For saturation of nonspecific bonds, the blot 
membrane after transfer was incubated in 1% skim milk powder/PBS for 1 h at RT. It was then 
washed three times for 3 minutes with 0.1% Tween-20/PBS. All subsequent antibody 
incubations and washing steps occurred in 0.1% Tween-20/PBS. Incubation with the primary 
antibody (goat anti-GFP, sc 5384, Santa Cruz Biotechnology) occurred in a dilution of 1:1000 
for 1 h at RT. It was then washed 3x5 min and incubated for 1 hour at RT with a secondary 
antibody (donkey anti-goat IgG horseradish peroxidase labeled, Santa Cruz Biotechnology) in a 
dilution of 1 : 1000. Detection occurred with the ECL system from Amersham according to the 
data of the manufacturer. 
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Figures 18 to 20 show inhibition of GFP expression after intravenous injection of dsRNA 
specifically directed against GFP with immunoperoxidase staining relative to GFP on 3 jam 
paraffin sections. During the experiment, dsRNA directed against GFP with a double-strand 
region of 22 nucleotide (nt) pairs without overhangs on the 3' ends (D) and the corresponding 
unspecific control dsRNA (B), as well as dsRNA directed specifically against GFP with a 
double-strand region containing 19 nucleotide pairs with 2 nt overhangs on the 3' ends (E) and 
the corresponding nonspecific control dsRNA (C) were applied in 12-hour cycles over 5 days. 
(F) received 1/50 of the dose of group D. Animals without dsRNA administration (A) and WT 
animals were investigated as additional controls. Fig. 18 shows inhibition of GFP expression in 
kidney sections, Fig. 19 in heart tissue and Fig. 20 in pancreas tissue. Figures 21 to 23 show 
Western blot analyses of GFP expression in plasma and tissues. Inhibition of GFP expression in 
* plasma is shown in Fig. 21, in the kidneys in Fig. 22 and in the heart in Fig. 23. Total protein 
isolates from different animals are shown in Fig. 23. The same total protein amounts per track 
were applied. In the animals, to which unspecific control dsRNA was administered (animals of 
groups B and C), the GFP expression relative to animals that received no dsRNA is not reduced. 
Animals that received dsRNA specifically directed against GFP with 2 nt overhangs on the 3' 
ends of both strands and a double-strand region containing 19 nucleotide pairs exhibited a 
significantly inhibited GFP expression in the investigated tissues (heart, kidneys, pancreas and 
blood), compared with the untreated animals (Figures 18 to 23). In the animals of groups D and 
F, in which dsRNA directed specifically against GFP with smooth ends and double-strand region 
containing 22 nucleotide pairs was administered, only those animals that received dsRNA in a 
dose of 50 (ig/kg of body weight per day exhibited a specific inhibition of GFP expression, 
which, however, was much less pronounced than that of the animals in group E. 
The summarizing evaluation of GFP inhibition in the tissue sections and in Western blot shows 
that inhibition of GFP expression in blood and the kidneys is strongest (Figures 18, 21 and 22). 

V. Inhibition of Gene Expression of EGF Receptor with dsRNA as a Therapeutic Approach in 
Forms of Cancer with EGFR Overexpression or EGFR-ind uced Proliferation: 

The epidermal growth factor (EGF) receptor (EGFR) belongs to the receptor tyrosine kinases, 
transmembrane proteins with an intrinsic tyrosine kinase activity, which participate in the control 
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of a series of cellular processes, like cell growth, cell differentiation, migratory processes or cell 
vitality (review in: Van der Geer et al. 1994). The EGFR family consists of 4 members, EGFR 
(ErbBl), HER2 (ErbB2, HER3 (ErbB3) and HER4 (ErbB4) with a transmembrane domain, a 
cysteine-rich extracellular domain and an intracellular catalytic domain. The sequence of EGFR, 
a 170 kDa protein, has been known since 1984 (Ullrich et al., 1984). 

EGFR is activated by peptide growth factors, like EGF, TGFa (transforming growth factor), 
amphiregulin, beta-cellulin, HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor) and neureguline. 
Ligand bonding induces formation of homo- or heterodimers with subsequent 
autophosphorylation of cytoplasmic tyrosine (Ullrich & Schlessinger, 1990; Alroy & Yarden, 

1997) . The phosphorylated amino acids form the bonding sites for a number of proteins that 
participate in the proximal steps of signal conduction in a complex network. EGFR participates 
in a wide variety of tumor diseases and is therefore a suitable target for therapeutic approaches 
(Huang & Harari, 1999). The mechanisms that lead to an aberrant EGFR activation can be due 
to overexpression, amplification, constituted activation of mutant receptor forms or autocrine 
loops (Voldborg et al., 1997). An overexpression of EGFR was described for a number of 
tumors, like breast cancer (Walker & Dearing, 1999), non-small lung carcinoma (Fontanini et al., 

1998) , pancreatic carcinomas, colon carcinoma (Salomon et al., 1995) and glioblastomas (Rieske 
et at., 1998). No efficient and specific therapeutic agents have thus far been available for 
malignant glioblastomas, in particular. 

Practical Example: 

To demonstrate the efficacy of dsRNA during specific inhibition of EGFR gene expression, U-87 
MG cells (human glioblastoma cells), ECCAC (European Collection of Animal Cell Cultures) 
no. 89081402 were used, which were transfected with dsRNA directed specifically against the 
EGF receptor (sequence protocol SQ 51). After about 72 hours' incubation, the cells were 
harvested, the protein isolated and the EGFR expression investigated in the Western blot method. 
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Experimental Protocol: 



dsRNA Synthesis: 

By means of an RNA synthesizer (type Expedite 8909, Applied Biosy stems, Weiterstadt, 
Germany) and an ordinary chemical method, the RNA single strands apparent from the sequence 
protocols and the single strands complementary to them were synthesized- Purification of the 
crude synthesis products then occurred with HPLC. The column NucleoPac PA- 100, 9 x 250 
mm, from the Dionex company was used; 20 mM Tris, 10 mM NaC10 4 , pH 6.8, 10% acetonitrile 
was used as low salt buffer and 20 mM Tris, 400 mM NaC10 4 , pH 6.8, 10% acetonitrile as high 
salt buffer. The flow rate was 3 mL/minute. Hybridization of the single strands to a double- 
strand occurred by heating of the stoichiometric mixture of the single strands in 10 mM sodium 
phosphate buffer, pH 6.8, 100 mM NaCl, to 80-90°C and subsequent slow cooling over 6 hours 
to room temperature. 

Seeding of the Cells: 

All cell culture work was conducted under sterile conditions and an appropriate work bench 
(HS18, Her safe, Kendro, Heraeus). Cultivation of U-87 MG cells occurred in an incubator (C0 2 
incubator T20, Hera cell, Kendro, Heraeus) at 37°C, 5% C0 2 and saturated atmospheric 
humidity in DMEM (Dulbecco's modified eagle medium, Biochrom) with 10% FCS (fetal calf 
serum, Biochrom), 2 mM L-glutamine (Biochrom), 1 mM sodium pyruvate (Biochrom), 1 x 
NEAA (nonessential amino acids, Biochrom) and penicillin/streptomycin (100 IU/100 |ig/mL, 
Biochrom). In order to keep the cells in the exponential growth phase, the cells were subjected 
to passage every 3 days. 24 hours before application of dsRNA by transfection, the cells were 
trypsinized (10 x trypsin/EDTA, Biochrom, Germany) and seeded with a cell density of 5 x 10 5 
cells/well in a 6-well plate (6-well plates, Labor Schubert & Weiss GmbH) in 1.5 mL growth 
medium. 

Application of dsRNA in Cultivated U-87 MG Cells: 

Application of dsRNA occurred by transfection with OLIGOFECT AMINE™ reagent (Life 
Technologies) according to the information of the manufacturer. The total transfection volume 
was 1 mL. The dsRNA was first diluted in serum-free medium: for this purpose, 0.5 juL of a 20 
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|im stock solution of dsRNA specifically directed against EGFR and 9.5 uE of a 20 urn stock 
solution of unspecific dsRNA (K1A/K2B) with 175 uL serum-free medium were diluted per well 
(200 nM dsRNA in transfection charge and 10 nM specific EGFR-dsRNA). The 
OLIGOFECT AMINE™ reagent was also diluted in serum-free mediums: 3 uE with 12 uE 
medium per well and then incubated for 10 minutes at room temperature. The diluted 
OLIGOFECT AMINE™ reagent was then added to the dsRNAs diluted in medium, mixed and 
incubated for another 20 minutes at RT. During incubation, a medium change was performed. 
The cells were washed for this purpose once with 1 mL serum-free medium and incubated 
further in the incubator with 800 U.L serum-free medium, up to addition of 
dsRNA/OLIGOFECTAMINE™ reagent. After addition of 200 uL 
dsRNA/OLIGOFECTAMINE™ reagent per well, the cells were further incubated in the 
incubator to protein isolation. 

Protein Isolation: 

About 72 hours after transfection, the cells were harvested and protein isolation carried out. For 
this purpose, the medium was removed and the cell monolayer washed once with PBS. After 
addition of 200 uL protein isolation buffer (1 x protease inhibitor "Complete", Roche, 50 mM 
HEPES, pH 7.5, 1509 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2.5 mM EGTA, 10% glycerol, 0.1% Tween-20, 
1 mM DTT, 10 mM p-glycerol phosphate, 1 mM NaF, 0.1 mM Na 3 V0 4 ), the cells were 
separated by means of a cell scraper, incubated for 10 minutes on ice, transferred to an 
Eppendorf reaction vessel and stored at -80°C for at least 30 minutes. After thawing, the lysate 
was homogenized on stage 3 for 10 seconds with a disperser (DIAX 900, dispersing die 6G, 
Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Schwabach), incubated on ice for 10 minutes and 
centrifuged for 15 minutes at 14000 x g, 4°C (3K30, Sigma). A protein determination was 
conducted with the supernatant according to Bradford with the Roti® Nanoquant system from 
Roth (Roth GmbH & Co., Karlsruhe) according to the information of the manufacturer. For this 
purpose, 200 uL protein solution in appropriate dilution was mixed with 800 uL 1 x working 
solution and the extinction measured in semi-microcells at 450 and 590 nm versus distilled water 
in a Beckman spectrophotometer (DU 250). The corresponding BSA dilutions were used for the 
calibration line (beaded BSA, Sigma). 
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SDS Gel Electrophoresis: 

Electrophoretic separation of the proteins occurred in a multi-gel long electrophoresis chamber 
from Biometra with a denaturing, discontinuous 7.5% SDS-PAGE (polyacrylamide gel 
electrophoresis) according to Lammli (Nature 277: 680-685, 197). For this purpose, a separation 
gel was initially poured with 1.5 mM thickness: 3.7 mL acrylamide/bisacrylamide (30%, 0.9%), 
3.8 mL 1 M Tris/HCl, pH 8.4, 150 uL 10% SDS, 7.15 mL doubly distilled water, 150 uL 
ammonium persulfate (10%), 9 uL TEMED (N,N,N',N'-tetramethylenediamine) and coated with 
0.1% SDS to polymerization. The collection gel was then poured: 0.83 mL 
acrylamide/bisacrylamide (30%/0.9%), 630 uL 1 M Tris/HCl, pH 6.8, 3.4 mL doubly distilled 
water, 50 uL 10% SDS, 50 p.L 10% ammonium persulfate, 5 uL TEMED. 

For application to the gel, the protein samples were mixed 1 :3 with 4 x sample buffer (200 mM 
tris, pH 6.8, 4% SDS, 100 mM DTT (dithiotreithol), 0.02% bromophenol blue, 20% glycerol), 
denatured for 5 minutes at 100°C, briefly centrifuged after cooling on ice and applied to the gel. 
35 p.g total protein was applied per track. The run occurred water cooled at RT and a constant 50 
V. The kaleidoscope protein gel marker (BioRad) was used as length standard. 

Western Blot and Immunodetection: 

Transfer of the proteins from SDS-PAGE to a PVDF (polyvinyl difluoride) membrane (Hybond- 
P, Amersham) occurred in the semi-dry method according to Kyhse-Anderson (J. Biochem. 
Biophys. Methods 10: 203-210, 1984) at RT and a constant current intensity of 0.5 mA/cm 2 for 
1.5 h. The following were used as transfer buffer: cathode buffer (30 mM Tris, 40 mM glycine, 
10% methanol, 0.01% SDS; pH 9.4), anode buffer I (300 mM Tris, pH 10.4, 10% methanol) and 
anode buffer II (30 mM Tris, pH 10.4, 10% methanol). Before combining the blot stack with 3 
mm Whatman paper (Schleicher & Schull), the gel was incubated in the cathode buffer and the 
PVDF membrane (30 seconds beforehand in 100% methanol) in anode buffer II (5 min): 2 layers 
3 mm paper (anode buffer I), 1 layer 3 mm paper (anode buffer II), PVDF membrane , gel, 3 
layers 3 mm paper (cathode buffer). To check electrophoretic transfer, both the gels after 
blotting and the blot membranes after immunodetection were stained with Coomassie (0.1% 
Coomassie G250, 45% methanol, 10% glacial acetic acid). 
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The blot membrane was incubated after transfer in 1% skim milk powder/ PBS/0.1% Tween-20 
for 1 h at RT. It was then washed three times for 3 minutes with 0.1% Tween-20/PBS. All 
subsequent antibody incubations and washing steps occurred in 0.1% Tween-20/PBS. 
Incubation with the primary antibody (human EGFR extracellular domain, specific goat IgG, 
catalog no. AF231, R&D Systems) occurred on a rocking device for 2 h at RT and a 
concentration of 1 .5 |ag/mL. It was then washed 3 x for 6 minutes and incubated for 1 hour at 
RT with the secondary antibody (donkey anti-goat IgG horseradish peroxidase label, Santa Cruz 
Biotechnology) (diluted 1:10000). After washing (3x3 min in PBS/0.1% Tween-20), detection 
occurred immediately with ECL reaction (enhanced chemiluminescence): 200 |iL solution A 
(250 mM luminol, Roth, dissolved in DMSO), 89 |iL solution B (90 mM p-coumaric acid, 
Sigma, dissolved in DMSO) and 2 mL 30% H 2 0 2 solution were pipetted into 18 mL distilled 
water. Depending on the membrane size, 4-6 mL was pipetted directly onto the membrane, 
incubated for 1 minute at RT and then an x-ray film (Biomax MS, Kodak) applied immediately. 



The sequences used here are shown in the following Table 3 and in the sequence protocols 
S!153, 157, 158, 168-173. 



ES-7 


SQ168 
SQ169 


(A) 5'- AACACCGCAGCAUGUCAAGAU -3' 

(B) 3'- UUUUGUGGCGUCGUACAGUUC -5' 


2-19-2 


ES-8 


SC170 
SQ171 


(A) 5'- AAGUUAAAAUUCCCGUCGCUAU -3" 

(B) 3'- CAAUUUUAAGGGCAGCGAUAGU -5' 


i 

2 5 -19-2 5 


ES2A/ 
ES5B 


SQ172 
SQ173 


(A) 5'- AGUGUGAUCCAAGCUGUCCCAA -3' 

(B) 3'- UUUCACACUAGGUUCGACAGGGUU -5' 


0-22-2 


K2 


SQ157 
SQ158 


(A) 5'- ACAGGA'JGAGGAUCGUUUCGCAUG -3' 

(B) 3'- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5' 


2-22-2 
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K1A/ 


SQ153 


(A) 


5 * - ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA 


-3' 


0-22-2 


K2B 


SQ158 


(B) 


3 ' - UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU 


-5' 





Table 3 

Inhibition of EGFR Expression in U-87 MG Glioblastoma Cells: 
24 hours after seeding of the cells, they were transfected with 10 nM dsRNA as stated 
(oligofectamine). After 72 hours, the cells were harvested and the protein isolated. Separation 
of the proteins occurred in 7.5% SDS-PAGE. 35 jig total protein was applied per track. Fig. 4 
shows the corresponding Western blot analysis, from which it follows that the EGFR expression 
after transfection in U-87 MG cells can be significantly inhibited relative to the corresponding 
controls with the dsRNA specifically directed against the EGFR gene with a 2 nt overhang on the 
3' end of the anti-sense strand. This inhibition of expression of an endogenous gene by specific 
dsRNA therefore confirms the results stated in the practical example II concerning inhibition of 
expression of an artificial gene introduced to the cell after transient transfection. The inhibition 
of EGFR expression mediated by ES-7 and ES-8 is much lower. The dsRNAs used in Fig. 24 
can be gathered from Table 3. 

VI. Inhibition of Expression of the Multidrug Resistance Gene 1 (MDR1): 
Experimental Protocol: 

In vitro detection for blocking of MDR1 expression was conducted in the colon carcinoma cell 
line LS174T (ATCC - American Type Culture Collection, Tom et al., 1976). It is known of this 
cell line that expression of MDR1 can be induced by addition of rifampcin to the culture medium 
(Geick et al., 2001). Transfections were conducted with different commercial transfection kits 
(Lipofectamine, Oligofectamine, both Invitrogen; TransMessenger, Qiagen), in which the 
TransMessenger transfection kit also proved to be best suited for this cell line. 



36 



To run the RNA interference experiments, 4 short double-strand ribonucleic acids R1-R4 were 
used, whose sequences are shown in Table 4. The ribonucleic acids are homologous with 
sections of the coding sequence of MDR1 (sequence protocol SQ 30). Sequences R1-R3 
consists of a 22-mer sense and a 24-mer anti-sense strand, in which the forming double-strand 
has a two nucleotide overhang on the 3' end of the anti-sense strand (0-22-2). The sequence R4 
corresponds to Rl, but consists of a 19-mer double strand with 2 nucleotide overhangs on each 
3' end (2-19-2). 



Name 


proto- 
koll-Nr . 


Sequenz 


Position in 






Daten- 
bank^f 
AF016535 


Seq 
Rl 


SQ141 
SQ142 


5'- CCA UCU CGA AAA GAA GUU AAG A- 3 ' 
3 ' -UG GGU AGA GCU UUU CUU CAA UUC U-5' 


1320-1342 
1335-1318 


Seq 
R2 


SQ143 
SQ152 


5'- UAU AGG UUC CAG GCU UGC UGU A- 3' 
3'-CG AUA UCC AAG GUC CGA ACG ACA U-5' 


2599-2621 
2621-2597 


Seq 
; R3 


SQ144 
SQ145 


5'- CCA GAG AAG GCC GCA CCU GCA U-3' 
3'-UC GGU CUC UUC CGG CGU GGA CGU A- 5 ' 


3778-3799 
3799-3776 


Seq 
R4 


j SQ146 
3Q147 


5'- CCA UCU CGA AAA GAA GUU AAG - 3 ' 
3'-UG GGU AGA GCU UUU CUU CAA U -5' 


1320-1341 i 
1339-1318 




i 


i 

1 


r 

! 


Position in 
Daten- 
banknff 
AF402779 


|K1A/ 

'K23 
i 


SQ153 
SQ158 


5'- ACA GGA UGA GGA UCG UUU CGC A- 3' 
3'-UC UGU CCU ACU CCU AGC AAA GCG U-5' 


2829-2808 ' 
2808-2831 



Key to figure: (Headings) 
Name 

Sequence Protocol no. 
Sequence 
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Position in database #AF0 16535 
Table 4 

The sequences shown in Table 4 are shown again in the sequence protocol as sequences SQ 141- 
147, 152, 153, 158. The dsRNAs were transfected in a concentration of 175 nM as double 
charges into the cells, which were seeded the day before in 12-well plates at 3.8 x 10 5 cells/well. 
For this purpose, 93.3 ^iL EC-R buffer (TransMessenger kit, Qiagen, Hilden) was mixed with 3.2 
\xL Enhancer-R per transfection charged, thoroughly mixed and incubated for 5 minutes at room 
temperature. After addition of 6 |iL TransMessenger transfection reagent, the transfection 
charges were vigorously mixed for 10 seconds and incubated for 10 minutes at room 
temperature. In the meantime, the medium was withdrawn from the cells by suction, washed 
once with PBS (phosphate buffered saline) and 200 [iL fresh medium without FCS per well was 
added to the cells. After 10 minutes of incubation, 100 FCS-free medium was pipetted into 
the transfection charged, mixed and the mixture pipetted dropwise into the cells (the dsRNA 
concentration of 175 ^m refers to 400 |iL of medium total volume). The 
dsRNA/TransMessenger complexes were incubated for 4 hours at 37°C with the cells in FCS- 
free medium. A medium change was then conducted, in which the fresh medium contained 10 
|xm Rifampicin and 10% FCS. As control, and unspecific dsRNA sequence, having no 
homology with the MDR1 gene sequence, was used (K) and a MOCK transfection carried out, 
which contained all reagents, except dsRNA. 

The cells were harvested after 24, 48 and 72 hours and a total RNA extracted with the RNeasy- 
Mini-Kit from Qiagen. 10 ng total RNA of each sample was separated on a 1% agarose 
formaldehyde gel electrophoretically, blotted onto a nylon membrane and specific probes, 
random marked with 5'-a 32 -P-dCTP, were hybridized exposed first relative to MDR1 and, after 
stripping of the blot, relative to GAPDH as internal control and exposed on x-ray film. 
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The x-ray films were digitized (Image Master, VDS Pharmacia) and quantified with the Image- 
Quant software. Balancing of the MDRl-specific bands with the corresponding GAPDH bands 
was then carried out. 

Results: 

Figures 25 and 26 show Northern blots (Figures 25a, 26a) with quantitative evaluation of the 
MDR1 -specific bands after balancing with the corresponding GADPH values (Figures 25b, 26b). 
A reduction of MDRl-mRNA by up to 55% could be observed in comparison with MOCK 
transfection and by up to 45% in comparison with unspecific control transfection. After 48 h, a 
significant reduction of MDRl-mRNA levels was achieved with the dsRNA constructs 
designated Rl, R2, R3 (Table 4). After 48 hours, no significant reduction relative to the controls 
was observed with the R4 dsRNA constructs (Figures 26a, 26b). After 72 hours, a much 
stronger reduction of MDRl-mRNA levels was observed with Rl, R2 and R2 relative to the 
controls, in comparison with the 48-hour values (Figures 25a and 25b). 

With R4 at this point a significant reduction of MDRl-mRNA levels could also be achieved. 
The constructs with a 2 nt overhang on the 3' end of the anti-sense strand and a double-strand 
region of 22 nucleotide pairs therefore reduced the MDRl-mRNA more efficiently than the 
constructs of the 2 nt overhangs on the 3' ends of both strands (anti-sense and sense strand) and a 
double-strand region of 19 nucleotide pairs relatively independently of the sequence region 
homologous to the MDR1 gene (after 48 hours; Fig. 26b). The results therefore confirm the 
inhibition of EGFR gene expression described in practical example 4 by specific dsRNAs after 
transfection in U-87 MG cells. 

The transfection efficiency was determined in a separate experiment by means of a Texas-Red- 
labeled DNA oligonucleotide (TexRed-A (GATC) 5 T; also 175 nM transfected) (Figures 27a, 
27b; 400-fold magnification, 48 hours after transfection). The amount is about 50% based on the 
red fluorescent cells, in comparison with the total cell count. If one considers the transfection 
rate of the cells at about 50%, the observed reduction of MDRl-mRNA level lies at about 45- 
55% (compared with the controls), with the conclusion that in all cells that could be transfected 
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successfully with specific dsRNA, the MDRl-mRNA was almost fully broken down and 
specifically. 
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Claims 



1 . Method for inhibition of expression of a target gene in a cell, comprising the following 
steps: 

introduction of at least one double-strand ribonucleic acid (dsRNA I) in an amount sufficient to 
inhibit expression of the target gene, 

in which the dsRNA I has a double-strand structure formed from, at most, 49 consecutive 
nucleotide pairs, and in which one strand (asl) or at least a section of one strand (asl) of the 
double-strand structure is complementary to the target gene, 

and in which the dsRNA has an overhang formed from 1 to 4 nucleotides at least on one end (El, 
E2) ofdsRNA I. 

2. Method according to Claim 1, in which the dsRNA has the overhang on a 3' end of one 
strand (asl) and/or on the 3' end of the other strand (ssl). 

3. Method according to Claim 1 or 2, in which the dsRNA I is formed smooth on one end 
(E1,E2). 

4. Method according to Claim 3, in which the smooth end (El, E2) contains the 5' end of 
one strand (asl). 

5. Method according to one of the preceding claims, in which the overhang is formed from 
1 to 4 nucleotides, preferably 1 or 2 nucleotides. 

6. Method according to one of the preceding claims, in which at least one additional double- 
strand ribonucleic acid (dsRNA II), formed according to the dsRNA I according to one of the 
preceding claims, is introduced to the cell, in which one strand (asl) or at least a section of one 
strand (asl) of dsRNA I is complementary to a first region (Bl) of the target gene, and in which 
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an additional strand (as2) or at least a section of the additional strand (as2) of dsRNA II is 
complementary to a second region (B2) of the target gene. 

7. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I and/or dsRNA II 
have a length of less than 25, preferably 19 to 23, consecutive nucleotide pairs. 

8. Method according to one of the preceding claims, in which the first region (Bl) and the 
second region (B2) overlap or abut each other in sections. 

9. Method according to one of the preceding claims, in which the first region (Bl) and the 
second region (B2) are spaced from each other. 

10. Method according to one of the preceding claims, in which the target gene has one of the 
sequences SQ001 to SQ140. 

1 1 . Method according to one of the preceding claims, in which the target gene is chosen from 
the following group: oncogene, cytokine gene, id-protein gene, prion gene, genes of 
angiogenesis-inducing molecules, of adhesion molecules and of cell surface receptors, genes of 
proteins that participate in metastasizing and/or invasive processes, genes of proteinases, as well 
as apoptosis and cell cycle-regulating molecules. 

12. Method according to one of the preceding claims, in which the target gene is the MDR1 
gene. 

1 3 . Method according to one of the preceding claims, in which one of the sequences SQ 1 4 1 - 
173 is used as dsRNA I/II and a combined dsRNA construct of the sequences SQ 141 -173 from 
two related anti-sense (as 1/2) and sense sequences (ssl/2) is used. 

14. Method according to one of the preceding claims, in which expression is inhibited 
according to the principle of RNA interference. 
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1 5. Method according to one of the preceding claims, in which the target gene is expressed in 
pathogenic organisms, preferably in plasmodia. 

16. Method according to one of the preceding claims, in which the target gene is a 
component of a virus or a viroid. 

17. Method according to Claim 16, in which the virus is a human pathogenic virus or viroid. 

18. Method according to one of the Claims 16, in which the virus or viroid is an animal or 
plant pathogenic virus or viroid. 

19. Method according to one of the preceding claims, in which unpaired nucleotides are 
substituted by nucleoside thiophosphate. 

20. Method according to one of the preceding claims, in which at least one end (El, E2) of 
dsRNA I/II is modified, in order to counteract degradation in the cell or dissociation into single 
strands. 

21. Method according to one of the preceding claims, in which the cohesion of the double- 
strand structure caused by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one 
chemical link. 

22. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by a covalent or ionic bond, hydrogen bridge bond, hydrophobic interactions, preferably van der 
Waals or stacking interactions, or by metal-ion coordination. 

23. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed in 
the vicinity of one end (El, E2). 
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24. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by means of one or more compound groups, in which the compound groups are preferably poly- 
(oxyphosphinicooxy-l,3-propanediol) and/or oligoethylene glycol chains. 

25. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by branched nucleotide analogs instead of nucleotides. 

26. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by purine analogs. 

27. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by azabenzene units. 

28. • Method according to one of the preceding claims, in which, to produce the chemical link, 
at least one of the following groups is used: methylene blue; Afunctional groups, preferably bis- 
(2-chloroethyl)-amine; N-acetyl-N'-Cp-glyoxyl-benzoyO-cystamine; 4-thiouracil, psoralene. 

29. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by thiophosphoryl groups applied in the vicinity of the ends (El, E2) of the double-strand region. 

30. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is produced 
by triple helix bonds situated in the vicinity of the ends (El, E2). 

3 1 . Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is enclosed in 
micellar structures, advantageously in liposomes. 

32. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is bonded to at 
least one viral sheath protein originating from the virus, derived from it or synthetically 
produced, associated with it or enclosed by it. 
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33. Method according to one of the preceding claims, in which the sheath protein is derived 
from polyoma virus. 

34. Method according to one of the preceding claims, in which the sheath protein contains 
the virus protein 1 (VP1) and/or the virus protein 2 (VP2) of polyoma virus. 

35. Method according to one of the preceding claims, in which, during formation of a capsid 
or capsid-like structure from the sheath protein, one side faces the interior of the capsid or 
capsid-like structure. 

36. Method according to one of the preceding claims, in which one strand (asl/as2) of 

' dsRNA I/II is complementary to the primary or processed RNA transcript of the target gene. 

37. Method according to one of the preceding claims, in which the cell is a vertebrate cell or 
a human cell. 

38. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is 
administered in an amount of, at most, 5 mg per kilogram of body weight per day to a mammal, 
preferably a human. 

39. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is taken up in 
a buffer solution for application. 

40. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is 
administered orally or by means of injection or infusion, intravenously, intratumorally, by 
inhalation, intraperitoneal^. 

41. Use of a double-strand ribonucleic acid (dsRNA I) to inhibit expression of a target gene 
in a cell, 
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in which the dsRNA I has a double-strand structure formed from, at most, 49 consecutive 
nucleotide pairs, and in which one strand (asl) or at least a section of one strand (asl) of the 
double-strand structure is complementary to the target gene, 

and in which the dsRNA I has an overhang formed from 1 to 4 nucleotides at least on one end 
(E1.E2). 

42. Use according to Claim 4 1 , in which the dsRNA I has the overhang on the 3 ' end of one 
strand (asl) and/or on the 3' end of the other strand (ssl). 

43. Use according to Claim 41 or 42, in which the dsRNA I is formed smooth on one end 
(E1.E2). 

44. Use according to Claim 43, in which the smooth end (El, E2) contains the 5' end of one 
strand (asl). 

45. Use according to one of the Claims 41 to 44, in which the overhang is formed from 1 to 4 
nucleotides, preferably one or two nucleotides. 

46. Use according to one of the Claims 41 to 45, in which one additional double-strand 
ribonucleic acid (dsRNA II), formed according to the dsRNA I according to one of the Claims 41 
to 45, is introduced to the cell, in which the one strand (asl) or at least a section of the one strand 
(asl) of dsRNA I is complementary to a first region (Bl) of the sense strand of the target gene, 
and in which the other strand (as2) or at least a section of the other strand (as2) of dsRNA II is 
complementary to a second region (B2) of the target gene. 

47. Use according to one of the Claims 41 to 46, in which the dsRNA I and/or the dsRNA II 
have a length of less than 25, preferably 19 to 23, consecutive nucleotide pairs. 

48. Use according to one of the Claims 4 1 to 47, in which the first (B 1 ) and the second 
region (B2) overlap or abut each other in sections. 
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49. Use according to one of the Claims 41 to 48, in which the first (Bl) and the second 
region (B2) are spaced from each other. 

50. Use according to one of the Claims 41 to 49, in which the target gene has the sequences 
S1001 to SQ140. 

51. Use according to one of the Claims 41 to 50, in which the target gene is chosen from the 
following group: oncogene, cytokine gene, id-protein gene, prion gene, genes of angiogenesis- 
inducing molecules, of adhesion molecules and of cell-surface receptors, genes of proteins that 
participate in metastasizing and/or invasive processes, genes of proteinases, as well as apoptosis 
and cell cycle-regulating'molecules. 

52. Use according to one of the Claims 41 to 51, in which the target gene is the MDR1 gene. 

53. Use according to one of the Claims 41 to 52, in which one of the sequences SQ141-173 is 
used as dsRNA I/II and a dsRNA construct of sequences SQ141-173 combined from two related 
anti-sense (as 1/2) and sense sequences (ssl/2) is used. 

54. Use according to one of the Claims 41 to 53, in which expression is inhibited according 
to the principle of RNA interference. 

55. Use according to one of the Claims 41 to 54, in which the target gene is expressed in 
pathogenic organisms, preferably in plasmodia. 

56. Use according to one of the Claims 41 to 55, in which the target gene is a component of a 
virus or viroid. 

57. Use according to Claim 56, in which the virus is a human pathogenic virus or viroid. 
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58. Use according to Claim 56, in which the virus or viroid is an animal or plant pathogenic 
virus or viroid. 

59. Use according to one of the Claims 41 to 58, in which unpaired nucleotides are 
substituted by nucleoside thiophosphates. 

60. Use according to one of the Claims 41 to 59, in which at least one end (El, E2) of 
dsRNA is modified, in order to counteract degradation in the cell or dissociation into single 
strands. 

61. Use according to one of the Claims 41 to 60, in which cohesion of the double-strand 
structure caused by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one chemical 
link. 

62. Use according to one of the Claims 41 to 61, in which the chemical link is formed by a 
covalent or ionic bond, a hydrogen bridge bond, a hydrophobic interaction, preferably van der 
Waals or stacking interactions, or by metal ion coordination. 

63. Use according to one of the Claims 41 to 62, in which the chemical link is formed in the 
vicinity of one end (El, E2). 

64. Use according to one of the Claims 41 to 63, in which the chemical link is formed by 
means of one or more compound groups, in which the compound groups are preferably poly- 
(oxyphosphinicooxy- 1,3 -propanediol) and/or oligoethylene glycol chains. 

65. Use according to one of the Claims 41 to 64, in which the chemical link is formed by 
branched nucleotide analogs used instead of nucleotides. 

6.6. Use according to one of the Claims 41 to 65, in which the chemical link is formed by 
purine analogs. 
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67. Use according to one of the Claims 41 to 66, in which the chemical link is formed by 
azabenzene units. 

68. Use according to one of the Claims 41 to 67, in which at least one of the following 
groups is used to produce the chemical link: methylene blue; Afunctional groups, preferably 
(bis-(2-chloroethyl)-amine; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; psoralens 

69. Use according to one of the Claims 41 to 68, in which the chemical link is formed by 
thiophosphoryl groups applied in the vicinity of the ends (El, E2) of the double-strand region. 

70. Use according to one of the Claims 41 to 69, in which the chemical link is produced by 
triple helix bonds situated in the vicinity of ends (El, E2). 

71 . Use according to one of the Claims 41 to 70, in which the dsRNA I/II is enclosed in 
micellar structures, advantageously in liposomes. 

72. Use according to one of the Claims 41 to 71, in which the dsRNA I/II is bonded to at 
least one viral sheath protein originating from a virus, derived from it or a synthetically produced 
viral sheath protein, associated with it or enclosed by it. 

73. Use according to one of the Claims 41 to 72, in which the sheath protein is derived from 
polyoma virus. 

74. Use according to one of the Claims 41 to 73, in which the sheath protein contains the 
virus protein 1 (VP1) and/or the virus protein 2 (VP2) of polyoma virus. 

75. Use according to one of the Claims 41 to 74, in which, during formation of a capsid or 
capsid-like structure from the sheath protein, one side faces the interior of the capsid or capsid- 
like structure. 
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76. Use according to one of the Claims 41 to 75, in which one strand (asl, as2) of dsRNA I/II 
is complementary to the primary or processed RNA transcript of the target gene. 

77. Use according to one of the Claims 41 to 76, in which the cell is a vertebrate cell or a 
human cell. 

78. Use according to one of the Claims 41 to 77, in which the dsRNA I/II is administered in 
an amount of, at most, 5 mg per kilogram of body weight per day to a mammal, preferably a 
human. 

79. Use according to one of the Claims 41 to 78, in which the dsRNA I/II is taken up in a 
buffer solution for application. 

80. Use according to one of the Claims 41 to 79, in which the dsRNA I/II is administered 
orally or by injection or infusion intravenously, intraturmorally, by inhalation, intraperitoneally. 

81 . Medicament to inhibit expression of a target gene in a cell, containing a double-strand 
ribonucleic (dsRNA I) in an amount sufficient to inhibit expression of a target gene, 

in which the dsRNA I has a double-strand structure formed from, at most, 49 consecutive 
nucleotide pairs, 

and in which one strand (asl) or at least one section of one strand (asl) of the double-strand 
structure is complementary to the target gene, 

and in which the dsRNA I has an overhang formed on at least one end (El, E2) from 1 to 4 
nucleotides. 

82. Medicament according to Claim 8 1 , in which the dsRNA I has the overhang on the 3' end 
of one strand (asl) and/or on the 3' end of the other strand (ssl). 
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83. Medicament according to Claim 8 1 or 82, in which the dsRNA I is formed smooth on one 
end (E1,E2). 

84. Medicament according to one of the Claims 83, in which the smooth end (E 1 , E2) 
contains the 5' end of one strand (asl). 

85. Medicament according to one of the Claims 8 1 to 84, in which the overhang is formed 
from 1 to 4 nucleotides, preferably 1 or 2 nucleotides. 

86. Use according to one of the Claims 8 1 to 85, containing at least one additional double- 
strand ribonucleic acid (dsRNA II), formed according to the dsRNA I according to one of the 
Claims 81 to 85, in which the one strand (asl) or at least a section of the one strand (asl) of 
dsRNA I is complementary to a first region (Bl) of the target gene, and in which the additional 
strand (as2) or at least a section of the additional strand (as2) of dsRNA II is complementary to a 
second region (B2) of the target gene. 

87. Use according to one of the Claims 8 1 to 86, in which the dsRNA I and/or the dsRNA II 
have a length of less than 25, preferably 19 to 23, consecutive nucleotide pairs. 

88. Use according to one of the Claims 81 to 87, in which the first (Bl) and the second 
region (B2) overlap or abut each other in sections. 

89. Use according to one of the Claims 8 1 to 88, in which the target gene has one of the 
sequences SI 001 to SQ140. 

90. Use according to one of the Claims 8 1 to 89, in which the target gene is chosen from the 
following group: oncogene, cytokine gene, id-protein gene, prion gene, genes of angiogenesis- 
inducing molecules, of adhesion molecules and of cell-surface receptors, genes of proteins that 
participate in metastasizing and/or invasive processes, genes of proteinases, as well as apoptosis 
and cell cycle-regulating molecules. 
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91. 



Use according to one of the Claims 81 to 90, in which the target gene is the MDR1 gene. 



92. Use according to one of the Claims 81 to 91, in which one of the sequences SQ141-173 is 
used as dsRNA I/II and a dsRNA construct of sequences SQ141-173 combined from two related 
anti-sense (as 1/2) and sense sequences (ssl/2) is used. 

93. Use according to one of the Claims 81 to 92, in which expression is inhibited according 
to the principle of RNA interference. 

94. Use according to one of the Claims 81 to 93, in which the target gene is expressed in 
pathogenic organisms, preferably in plasmodia. 

95. Use according to one of the Claims 8 1 to 94, in which the target gene is a component of a 
virus or viroid. 

96. Use according to Claim 95, in which the virus is a human pathogenic virus or viroid. 

97. Use according to Claim 95, in which the virus or viroid is an animal or plant pathogenic 
virus or viroid. 

98. Use according to one of the Claims 8 1 to 97, in which unpaired nucleotides are 
substituted by nucleoside thiophosphates. 

99. Use according to one of the Claims 81 to 98, in which at least one end (El, E2) of 
dsRNA is modified, in order to counteract degradation in the cell or dissociation into single 
strands. 

100. Use according to one of the Claims 81 to 99, in which cohesion of the double-strand 
structure caused by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one chemical 
link. 
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101. Use according to one of the Claims 81 to 100, in which the chemical link is formed by a 
covalent or ionic bond, a hydrogen bridge bond, a hydrophobic interaction, preferably van der 
Waals or stacking interactions, or by metal ion coordination. 

102. Use according to one of the Claims 81 to 101, in which the chemical link is formed in the 
vicinity of one end (El, E2). 

103. Use according to one of the Claims 81 to 102, in which the chemical link is formed by 
means of one or more compound groups, in which the compound groups are preferably poly- 
(oxyphosphinicooxy- 1,3 -propanediol) and/or oligoethylene glycol chains. 

104. Use according to one of the Claims 81 to 103, in which the chemical link is formed by 
branched nucleotide analogs used instead of nucleotides. 

105. Use according to one of the Claims 81 to 104, in which the chemical link is formed by 
purine analogs. 

106. Use according to one of the Claims 81 to 105, in which the chemical link is formed by 
azabenzene units. 

107. Use according to one of the Claims 81 to 106, in which at least one of the following 
groups is used to produce the chemical link: methylene blue; Afunctional groups, preferably 
(bis-(2-chloroethyl)-amine; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

108. Use according to one of the Claims 81 to 107, in which the chemical link is formed by 
thiophosphoryl groups applied in the vicinity of the ends (El, E2) of the double-strand region. 

109. Use according to one of the Claims 81 to 108, in which the chemical link is produced by 
triple helix bonds situated in the vicinity of ends (El, E2). 
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1 10. Use according to one of the Claims 81 to 109, in which the dsRNA I/II is enclosed in 
micellar structures, advantageously in liposomes. 

111. Use according to one of the Claims 81 to 1 10, in which the dsRNA I/II is bonded to at 
least one viral sheath protein originating from a virus, derived from it or a synthetically produced 
viral sheath protein, associated with it or enclosed by it. 

1 12. Use according to one of the Claims 81 to 1 1 1, in which the sheath protein is derived from 
polyoma virus. 

113. Use according to one of the Claims 81 to 1 12, in which the sheath protein contains the 
virus protein 1 (VP1) and/or the virus protein 2 (VP2) of polyoma virus. 

1 14. Use according to one of the Claims 81 to 113, in which, during formation of a capsid or 
capsid-like structure from the sheath protein, one side faces the interior of the capsid or capsid- 
like structure. 

115. Use according to one of the Claims 81 to 1 14, in which one strand (asl, as2) of dsRNA 
I/II is complementary to the primary or processed RNA transcript of the target gene. 

1 16. Use according to one of the Claims 81 to 1 14, in which the cell is a vertebrate cell or a 
human cell. 

117. Use according to one of the Claims 81 to 1 16, in which the first (Bl) and second region 
(B2) are spaced from each other. 

1 18. Use according to one of the Claims 81 to 1 17, in which the dsRNA I/II is contained in an 
amount of, at most, 5 mg per administration unit. 

1 19. Use according to one of the Claims 81 to 1 18, in which the dsRNA I/II is taken up in a 
buffer solution. 
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120. Use according to one of the Claims 81 to 1 19, in which the dsRNA I/II is administered 
orally or by injection or infusion intravenously, intraturmorally, by inhalation, intraperitoneal^. 

121. Method for inhibition of expression of a target gene in a cell, comprising the following 
steps: 

introduction of at least one double-strand ribonucleic acid (dsRNA I) in an amount sufficient to 
inhibit expression of the target gene, 

in which the dsRNA I has a double-strand structure formed from, at most, 49 consecutive 
nucleotide pairs, and in which one strand (asl) or at least a section of one strand (asl) of the 
double-strand structure is complementary to the target gene, 

and in which the dsRNA has an overhang formed from 1 to 4 nucleotides on at least one end (El, 
E2) ofdsRNA I. 

122. Method according to Claim 1, in which the dsRNA has the overhang on a 3' end of one 
strand (asl) and/or on the 3 5 end of the other strand (ssl). 

123. Method according to Claim 1 or 2, in which the dsRNA I is formed smooth on one end 
(E1,E2). 

124. Method according to Claim 3, in which the smooth end (El , E2) contains the 5' end of 
one strand (asl). 

125. Method according to one of the preceding claims, in which the overhang is formed from 
1 to 4 nucleotides, preferably 1 or 2 nucleotides. 

126. Method according to one of the preceding claims, in which at least an additional double- 
strand ribonucleic acid (dsRNA II), formed according to the dsRNA I according to one of the 
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preceding claims, is introduced to the cell, in which one strand (asl) or at least a section of one 
strand (asl) of dsRNA I is complementary to a first region (Bl) of the target gene, and which an 
additional strand (as2) or at least a section of the additional strand (as2) of dsRNA II is 
complementary to a second region (B2) of the target gene. 

127. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I and/or dsRNA II 
have a length of less than 25, preferably 19 to 23, consecutive nucleotide pairs. 

128. Method according to one of the preceding claims, in which the first (Bl) and the second 
region (B2) overlap or abut each other in sections. 

129. Method according to one of the preceding claims, in which the first (Bl) and the second 
region (B2) are spaced from each other. 

130. Method according to one of the preceding claims, in which the target gene has one of the 
sequences SQ001 to SQ140. 

131. Method according to one of the preceding claims, in which the target gene is chosen from 
the following group: oncogene, cytokine gene, id-protein gene, prion gene, genes of 
angiogenesis-inducing molecules, of adhesion molecules and of cell surface receptors, genes of 
proteins that participate in metastasizing and/or invasive processes, genes of proteinases, as well 
as apoptosis and cell cycle-regulating molecules. 

1 32. Method according to one of the preceding claims, in which the target gene is the MDR1 
gene. 

133. Method according to one of the preceding claims, in which one of the sequences SQ141- 
173 is used as dsRNA I/II and a dsRNA construct of the sequences SQ 141-173 combined from 
two related anti-sense (as 1/2) and sense sequences (ssl/2) is used. 
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134. Method according to one of the preceding claims, in which expression is inhibited 
according to the principle of RNA interference. 

135. Method according to one of the preceding claims, in which the target gene is expressed in 
pathogenic organisms, preferably in plasmodia. 

136. Method according to one of the preceding claims, in which the target gene is a 
component of a virus or a viroid. 

137. Method according to Claim 16, in which the virus is a human pathogenic virus or viroid. 

138. Method according to one of the Claims 16, in which the virus or viroid is an animal or 
plant pathogenic virus or viroid. 

139. Method according to one of the preceding claims, in which unpaired nucleotides are 
substituted by nucleoside thiophosphate. 

140. Method according to one of the preceding claims, in which at least one end (El, E2) of 
dsRNA I/II is modified, in order to counteract degradation in the cell or dissociation into single 
strands. 

141. Method according to one of the preceding claims, in which the cohesion of the double- 
strand structure caused by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one 
chemical link. 

142. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by a covalent or ionic bond, hydrogen bridge bond, hydrophobic interactions, preferably van der 
Waals or stacking interactions, or by metal-ion coordination. 

143. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed in 
the vicinity of one end (El, E2). 
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144. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by means of one or more compound groups, in which the compound groups are preferably poly- 
(oxyphosphinicooxy-l,3-propanediol) and/or oligoethylene glycol chains. 

145. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by branched nucleotide analogs used instead of nucleotides. 

146. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by purine analogs. 

147. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by azabenzene units. 

148. Method according to one of the preceding claims, in which, to produce the chemical link, 
at least one of the following groups is used: methylene blue; Afunctional groups, preferably bis- 
(2-chloroethyl)-amine; N-acetyl-NMp-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil, psoralens 

149. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is formed 
by thiophosphoryl groups applied in the vicinity of the ends (El, E2) of the double-strand region. 

1 50. Method according to one of the preceding claims, in which the chemical link is produced 
by triple helix bonds situated in the vicinity of the ends (El, E2). 

151. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is enclosed in 
micellar structures, advantageously in liposomes. 

1 52. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is bonded to at 
least one sheath protein originating from the virus, derived from it or synthetically produced, 
associated with it or enclosed by it. 
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153. Method according to one of the preceding claims, in which the sheath protein is derived 
from polyoma virus. 

154. Method according to one of the preceding claims, in which the sheath protein contains 
the virus protein 1 (VP1) and/or the virus protein 2 (VP2) of polyoma virus. 

1 55. Method according to one of the preceding claims, in which, during formation of a capsid 
or capsid-like structure from the sheath protein, one side faces the interior of the capsid or 
capsid-like structure. 

1 56. Method according to one of the preceding claims, in which one strand (asl/as2) of 
dsRNA I/II is complementary to the primary or processed RNA transcript of the target gene. 

1 57. Method according to one of the preceding claims, in which the cell is a vertebrate cell or 
a human cell. 

158. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is 
administered in an amount of, at most, 5 mg per kilogram of body weight per day to a mammal, 
preferably a human. 

159. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is taken up in 
a buffer solution for application. 

160. Method according to one of the preceding claims, in which the dsRNA I/II is 
administered orally or by means of injection or infusion, intravenously, intratumorally, by 
inhalation, intraperitoneally. 

161. Use of one of double-strand ribonucleic acid (dsRNA I) to inhibit expression of a target 
gene in a cell, 
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in which the dsRNA I has a double-strand structure formed from, at most, 49 consecutive 
nucleotide pairs, and in which one strand (asl) or at least a section of one strand (asl) of the 
double-strand structure is complementary to the target gene, 



and in which the dsRNA I has an overhang formed from 1 to 4 nucleotides at least on one end 
(E1,E2). 

162. Use according to Claim 41, in which the dsRNA I has the overhang on the 3' end of one 
strand (asl) and/or on the 3' end of the other strand (ssl). 

163. Use according to Claim 41 or 42, in which the dsRNA I is formed smooth on one end 
(E1,E2). 

164. Use according to Claim 43, in which the smooth end (El, E2) contains the 5' end of one 
strand (asl). 

165. Use according to one of the Claims 41 to 44, in which the overhang is formed from 1 to 4 
nucleotides, preferably one or two nucleotides. 

166. Use according to one of the Claims 41 to 45, in which one additional double-strand 
ribonucleic acid (dsRNA II), formed according to the dsRNA I according to one of the Claims 41 
to 45, is introduced to the cell, in which the one strand (asl) or at least a section of the one strand 
(asl) of dsRNA I is complementary to a first region (Bl) of the sense strand of the target gene, 
and in which the other strand (as2) or at least a section of the other strand (as2) of dsRNA II is 
complementary to a second region (B2) of the target gene. 

167. Use according to one of the Claims 41 to 47, in which the dsRNA I and/or the dsRNA II 
have a length of less than 25, preferably 19 to 23, consecutive nucleotide pairs. 

168. Use according to one of the Claims 41 to 47, in which the first (Bl) and the second 
region (B2) overlap or abut each other in sections. 
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169. Use according to one of the Claims 41 to 48, in which the first (B 1) and the second 
region (B2) are spaced from each other. 

170. Use according to one of the Claims 41 to 49, in which the target gene has the sequences 
S1001 to SQ140. 

171. Use according to one of the Claims 41 to 50, in which the target gene is chosen from the 
following group: oncogene, cytokine gene, id-protein gene, prion gene, genes of angiogenesis- 
inducing molecules, of adhesion molecules and of cell-surface receptors, genes of proteins that 
participate in metastasizing and/or invasive processes, genes of proteinases, as well as apoptosis 
and cell cycle-regulating molecules. 

172. Use according to one of the Claims 41 to 51, in which the target gene is the MDR1 gene. 

173. Use according to one of the Claims 41 to 52, in which one of the sequences SQ 141 -173 is 
used as dsRNA I/II and a dsRNA construct of sequences SQ141-173 combined from two related 
anti-sense (as 1/2) and sense sequences (ssl/2) is used. 

174. Use according to one of the Claims 41 to 53, in which expression is inhibited according 
to the principle of RNA interference. 

1 75. Use according to one of the Claims 41 to 54, in which the target gene is expressed in 
pathogenic organisms, preferably in plasmodia. 

176. Use according to one of the Claims 41 to 55, in which the target gene is a component of a 
virus or viroid. 

1 77. Use according to Claim 56, in which the virus is a human pathogenic virus or viroid. 
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178. Use according to Claim 56, in which the virus or viroid is an animal or plant pathogenic 
virus or viroid. 

179. Use according to one of the Claims 41 to 58, in which unpaired nucleotides are 
substituted by nucleoside thiophosphates. 

180. Use according to one of the Claims 41 to 59, in which at least one end (El, E2) of 
dsRNA is modified, in order to counteract degradation in the cell or dissociation into single 
strands. 

181. Use according to one of the Claims 41 to 60, in which cohesion of the double-strand 
structure caused by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one chemical 
link. 

182. Use according to one of the Claims 41 to 61, in which the chemical link is formed by a 
covalent or ionic bond, a hydrogen bridge bond, a hydrophobic interaction, preferably van-der- 
Waals or stacking interactions, or by metal ion coordination. 

183. Use according to one of the Claims 41 to 62, in which the chemical link is formed in the 
vicinity of one end (El, E2). 

184. Use according to one of the Claims 41 to 63, in which the chemical link is formed by 
means of one or more compound groups, in which the compound groups are preferably poly- 
(oxyphosphinicooxy- 1,3 -propanediol) and/or oligoethylene glycol chains. 

1 85. Use according to one of the Claims 41 to 64, in which the chemical link is formed by 
branched nucleotide analogs used instead of nucleotides. 

186. Use according to one of the Claims 41 to 65, in which the chemical link is formed by 
purine analogs. 
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1 87. Use according to one of the Claims 41 to 66, in which the chemical link is formed by 
azabenzene units. 

188. Use according to one of the Claims 41 to 67, in which at least one of the following 
groups is used to produce the chemical link: methylene blue; bifttnctional groups, preferably 
(bis-(2-chloroethyl)-amine; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

1 89. Use according to one of the Claims 41 to 68, in which the chemical link is formed by 
thiophosphoryl groups applied in the vicinity of the ends (El, E2) of the double-strand region. 

190. Use according to one of the Claims 41 to 69, in which the chemical link is produced by 
triple helix bonds situated in the vicinity of ends (El, E2). 

191. Use according to one of the Claims 41 to 70, in which the dsRNA I/II is enclosed in 
micellar structures, advantageously in liposomes. 

192. Use according to one of the Claims 41 to 71, in which the dsRNA I/II is bonded to at 
least one sheath protein originating from a virus, derived from it or a synthetically produced viral 
sheath protein, associated with it or enclosed by it. 

193. Use according to one of the Claims 41 to 72, in which the sheath protein is derived from 
polyoma virus. 

194. Use according to one of the Claims 41 to 73, in which the sheath protein contains the 
virus protein 1 (VP1) and/or the virus protein 2 (VP2) of polyoma virus. 

195. Use according to one of the Claims 41 to 74, in which, during formation of a capsid or 
capsid-like structure from the sheath protein, one side faces the interior of the capsid or capsid- 
like structure. 
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196. Use according to one of the Claims 41 to 75, in which one strand (asl, as2) of dsRNA I/II 
is complementary to the primary or processed RNA transcript of the target gene. 

197. Use according to one of the Claims 41 to 76, in which the cell is a vertebrate cell or a 
human cell. 

198. Use according to one of the Claims 41 to 77, in which the dsRNA I/II is administered in 
an amount of, at most, 5 mg per kilogram of body weight per day to a mammal, preferably a 
human. 

199. Use according to one of the Claims 41 to 78, in which the dsRNA I/II is taken up in a 
buffer solution for application. 

200. Use according to one of the Claims 41 to 79, in which the dsRNA I/II is administered 
orally or by injection or infusion intravenously, intraturmorally, by inhalation, intraperitoneal^. 

201. Medicament to inhibit expression of a target gene in a cell, containing a double-strand 
ribonucleic (dsRNA I) in an amount sufficient to inhibit expression of a target gene, 

in which the dsRNA I has a double-strand structure formed from, at most, 49 consecutive 
nucleotide pairs, 

and in which one strand (asl) or at least one section of one strand (asl) of the double-strand 
structure is complementary to the target gene, 

and in which the dsRNA I has an overhang formed on at least one end (El, E2) from 1 to 4 
nucleotides. 

202. Medicament according to Claim 81, in which the dsRNA I has the overhang on the 3' end 
of one strand (asl) and/or on the 3' end of the other strand (ssl). 
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203. Medicament according to Claim 81 or 82, in which the dsRNA I is formed smooth on one 
end (E1,E2). 

204. Medicament according to one of the Claims 83, in which the smooth end (El, E2) 
contains the 5' end of one strand (asl). 

205. Medicament according to one of the Claims 81 to 84, in which the overhang is formed 
from 1 to 4 nucleotides, preferably 1 or 2 nucleotides. 

206. Use according to one of the Claims 81 to 85, containing at least one additional double- 
strand ribonucleic acid (dsRNA II), formed according to the dsRNA I according to one of the 
Claims 81 to 85, in which the one strand (asl) or at least a section of the one strand (asl) of 
dsRNA I is complementary to a first region (Bl) of the target gene, and in which the additional 
strand (as2) or at least a section of the additional strand (as2) of dsRNA II is complementary to a 
second region (B2) of the target gene. 

207. Use according to one of the Claims 81 to 86, in which the dsRNA I and/or the dsRNA II 
have a length of less than 25, preferably 19 to 23, consecutive nucleotide pairs. 

208. Use according to one of the Claims 8 1 to 87, in which the first (B 1 ) and the second 
region (B2) overlap or abut each other in sections. 

209. Use according to one of the Claims 81 to 88, in which the target gene has one of the 
sequences SI 001 to SQ140. 

210. Use according to one of the Claims 8 1 to 89, in which the target gene is chosen from the 
following group: oncogene, cytokine gene, id-protein gene, prion gene, genes of angiogenesis- 
inducing molecules, of adhesion molecules and of cell-surface receptors, genes of proteins that 
participate in metastasizing and/or invasive processes, genes of proteinases, as well as apoptosis 
and cell cycle-regulating molecules. 
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211. Use according to one of the Claims 81 to 90, in which the target gene is the MDR1 gene. 

212. Use according to one of the Claims 81 to 90, in which one of the sequences SQ141-173 is 
used as dsRNA I/II and a dsRNA construct of sequences SQ141-173 combined from two related 
anti-sense (as 1/2) and sense sequences (ssl/2) is used. 

213. Use according to one of the Claims 81 to 92, in which expression is inhibited according 
to the principle of RNA interference. 

214. Use according to one of the Claims 81 to 93, in which the target gene is expressed in 
pathogenic organisms, preferably in plasmodia. 

215. Use according to one of the Claims 81 to 94, in which the target gene is a component of a 
virus or viroid. 

216. Use according to Claim 95, in which the virus is a human pathogenic virus or viroid. 

217. Use according to Claim 95, in which the virus or viroid is an animal or plant pathogenic 
virus or viroid. 

218. Use according to one of the Claims 81 to 97, in which unpaired nucleotides are 
substituted by nucleoside thiophosphates. 

219. Use according to one of the Claims 81 to 98, in which at least one end (El, E2) of 
dsRNA is modified, in order to counteract degradation in the cell or dissociation into single 
strands. 

220. Medicament according to one of the Claims 81 to 99, in which cohesion of the double- 
strand structure caused by the complementary nucleotide pairs is increased by at least one 
chemical link. 
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221. Medicament according to one of the Claims 81 to 100, in which the chemical link is 
formed by a covalent or ionic bond, a hydrogen bridge bond, a hydrophobic interaction, 
preferably van der Waals or stacking interactions, or by metal ion coordination. 

222. Medicament according to one of the Claims 81 to 101, in which the chemical link is 
formed in the vicinity of one end (El, E2). 

223. Medicament according to one of the Claims 81 to 102, in which the chemical link is 
formed by means of one or more compound groups, in which the compound groups are 
preferably poly-(oxyphosphinicooxy-l,3-propanediol) and/or oligoethylene glycol chains. 

224. Medicament according to one of the Claims 81 to 103, in which the chemical link is 
formed by branched nucleotide analogs used instead of nucleotides. 

225. Medicament according to one of the Claims 81 to 104, in which the chemical link is 
formed by purine analogs. 

226. Medicament according to one of the Claims 81 to 105, in which the chemical link is 
formed by azabenzene units. 

227. Medicament according to one of the Claims 81 to 106, in which at least one of the 
following groups is used to produce the chemical link: methylene blue; Afunctional groups, 
preferably (bis-(2-chloroethyl)-amine; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; 
psoralene. 

228. Medicament according to one of the Claims 81 to 107, in which the chemical link is 
formed by thiophosphoryl groups applied in the vicinity of the ends (El, E2) of the double-strand 
region. 

229. Medicament according to one of the Claims 81 to 108, in which the chemical link is 
produced by triple helix bonds situated in the vicinity of ends (El, E2). 
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230. Medicament according to one of the Claims 81 to 109, in which the dsRNA I/II is 
enclosed in micellar structures, advantageously in liposomes. 

23 1 . Medicament according to one of the Claims 8 1 to 1 1 0, in which the dsRNA I/II is bonded 
to at least one viral sheath protein originating from a virus, derived from it or a synthetically 
produced viral sheath protein, associated with it or enclosed by it. 

232. Medicament according to one of the Claims 81 to 1 1 1, in which the sheath protein is 
derived from polyoma virus. 

233. Medicament according to one of the Claims 81 to 1 12, in which the sheath protein 
contains the virus protein 1 (VP1) and/or the virus protein 2 (VP2) of polyoma virus. 

234. Medicament according to one of the Claims 81 to 1 13, in which, during formation of a 
capsid or capsid-like structure from the sheath protein, one side faces the interior of the capsid or 
capsid-like structure. 

235. Medicament according to one of the Claims 81 to 1 14, in which one strand (asl, as2) of 
dsRNA I/II is complementary to the primary or processed RNA transcript of the target gene. 

236. Medicament according to one of the Claims 81 to 1 14, in which the cell is a vertebrate 
cell or a human cell. 

237. Medicament according to one of the Claims 81 to 1 16, in which the first (Bl) and second 
region (B2) are spaced from each other. 

238. Medicament according to one of the Claims 81 to 1 17, in which the dsRNA I/II is 
contained in an amount of, at most, 5 mg per administration unit. 
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239. Medicament according to one of the Claims 81 to 1 18, in which the dsRNA I/II is taken 
up in a buffer solution. 

240. Medicament according to one of the Claims 81 to 1 19, in which the dsRNA I/II is 
administered orally or by injection or infusion intravenously, intraturmorally, by inhalation, 
intraperitoneally. 
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//Key to Figures// 

Relative Fluoreszenz = Relative fluorescence 
Maus = mouse 
Mensch = human 

MOCK Transfektion = MOCK transfection 
Hellfeld = bright field 
Variante = variant 
Zielgen = target gene 

SEQUENZPROTOCKOLL = SEQUENCE PROTOCOL 
<120> Method for Inhibition of Expression of a Target Gene 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (Rl A) of a dsRNA that is homologous to 
the MDR1 sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (RIB) of a dsRNA strand, 
complementary to the MDR1 sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (R2A) of a dsRNA that is homologous to 
the MDR1 sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (R3A) of a dsRNA that is homologous to 

the MDR1 gene 

<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (R3B) of a dsRNA, complementary to 
the MDR1 sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (R4A) of a dsRNA that is homologous to 
the MDR1 sequence 
<213> Artificial sequence 
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<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (R4B) of a dsRNA, complementary to 
the MDR1 sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (SI A) of a dsRNA that is homologous to 
the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (SIB) of a dsRNA, complementary to 
the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (S7A) of a dsRNA that is homologous 
to the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (S7B) of a dsRNA that is homologous to 
the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (R2B) of a dsRNA, complementary to 
the MDR1 sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (K1A) of a dsRNA that is homologous to 
the 5' UTR of the neomycin sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (K1B) of a dsRNA, complementary to 
the 5' UTR of the neomycin sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (K3A) of a dsRNA that is homologous to 
the 5' UTR of the neomycin sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (K3B) of a dsRNA, complementary to 
the 5' UTR of the neomycin sequence 
<213> Artificial sequence 
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<223> Description of artificial sequence sense strand (K2A) of a dsRNA that is homologous to 
the 5' UTR of the neomycin sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (K2B) of a dsRNA, complementary to 
the 5' UTR of the neomycin sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (S4B) of a dsRNA, complementary to 
the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (PKC1 A) of a dsRNA that is homologous 
to the protein kinease C sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (PKC2 B) of a dsRNA, 
complementary to the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (S12B) of a dsRNA, complementary 
to the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (SI IB) of a dsRNA, complementary 
to the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (SI 3 A) of a dsRNA that is homologous to 
the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (S13B) of a dsRNA, complementary 
to the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (S14B) of a dsRNA, complementary 
to the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 
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<223> Description of artificial sequence sense strand (SI 3 A) of a dsRNA that is homologous to 
the YFP or GFP sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (ES-7A) of a dsRNA that is homologous to 
the human EGFR sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (ES-7B) of a dsRNA, complementary 
to the human EGFR sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (ES-8A) of a dsRNA that is homologous to 
the human EGFR sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (ES-8B) of a dsRNA, complementary 
to the human EGFR sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence sense strand (ES-2A) of a dsRNA that is homologous to 
the human EGFR sequence 
<213> Artificial sequence 

<223> Description of artificial sequence anti-sense strand (ES-5B) of a dsRNA, complementary 
to the human EGFR sequence 
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